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ABREVIATURAS 

ADN: ácido desoxirribonucleico 

ARNm: ácido ribonucleico mensajero 

APC: célula presentadora de antígeno (del inglés, antigen presenting cell) 

BCMA: antígeno de maduración de linfocitos B (del inglés, B cell maturation antigen) 

CAR: receptor de antígeno quimérico (del inglés, chimeric antigen receptor) 

CBA: ensayo de citometría basado en esferas (del inglés Cytometric Bead Array) 

CFM: citometría de flujo multiparamétrica 

CRS: síndrome de liberación de citoquinas (del inglés, Cytokine Release Syndrome) 

CTCAE: Criterios Terminológicos Comunes para Sucesos Adversos, (del inglés, Common 

Terminology Criteria for Adverse Event) 

ddPCR: PCR digital por gotículas (del inglés, droplet digital PCR) 

EGFR: factor de crecimiento epidérmico (del inglés, epidermal growth factor receptor) 

ELISA: del inglés, enzyme linked immunosorbent assay 

EMA: Agencia Europea del Medicamento (del inglés, European Medicine Agency) 

EMR: enfermedad mínima residual 

Fab: Fragmento de unión a antígeno (del inglés, Fragment antigen-binding) 

FDA: del inglés, Food and Drug Administration  

FMO: fluorescencia menos uno (del inglés, Fluorescence Minus One) 

FSC: dispersión frontal (del inglés, Forward Scatter Channel) 

HAMA: anticuerpos humanos frente a secuencias de anticuerpo murinas (del inglés, human 

anti-murine antibodies)  

HAHA: anticuerpos humanos frente a anticuerpos de origen murino humanizados (del inglés, 

human anti-humanized antibodies) 

hEGFRt: EGFR humano truncado (del inglés, human EGFR truncated) 

ICANS: síndrome de neurotoxicidad asociada a células inmunitarias efectoras o (del inglés, 

Immune Effector Cell Associated Neurotoxicity Syndrome) 

Ig: Inmunoglobulina 

LAL: prueba del lisado de amebocitos de Limulus (del inglés, limulus amebocyte lysate) 

LDCBG: linfoma difuso de célula B grande 

LLA-B: leucemia linfoblástica aguda de células B 

LLC-B: leucemia linfocítica crónica de células B  



LNH-B: linfoma no Hodgkin de células B 

NGF: citometría de flujo de nueva generación (del inglés, next-generation flow) 

NGS: secuenciación de última generación (del inglés, next generation sequencing) 

PBS: del inglés, phosphate buffer saline 

PCR: reacción en cadena de la polimerasa (del inglés, polymerase chain reaction) 

PE: del inglés, phycoerythrin 

RCLs: lentivirus competentes para la replicación (del inglés, replication competent lentivirus) 

RCRs: retrovirus competentes para la replicación (del inglés, replication competent retrovirus) 

rpm: revoluciones por minuto 

RT-qPCR: PCR cuantitativa a tiempo real (del inglés, real time quantitative PCR) 

scFv: fragmento variable de cadena única, (del inglés, single chain Fragment variable) 

SNS: Sistema Nacional de Salud 

SSC: dispersión lateral (del inglés, Side Scatter Channel) 

VCN: número de copias del vector (del inglés, Vector Copy Number) 

VEB: virus de Epstein-Barr 

VHB: virus de la hepatitis B 

VHC: virus de la hepatitis C 

VIH: virus de la inmunodeficiencia humana 

VSV-G: proteína G del virus de la estomatitis vesicular (del inglés, vesicular stomatitis virus 

protein G) 
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OBJETIVO DE LA GUÍA 

 La presente guía pretende ofrecer un conjunto de recomendaciones con el objetivo de 

guiar a los profesionales en el proceso de monitorización de la terapia con células T 

modificadas para expresar un receptor de antígeno quimérico (chimeric antigen receptor, 

CAR) o células CAR-T, tanto en lo que se refiere a los productos a infundir como al seguimiento 

de los pacientes a corto, medio y largo plazo. 

 La monitorización de las terapias farmacológicas, y en particular de las biológicas, es 

una herramienta imprescindible para mejorar los resultados en los pacientes, minimizando los 

posibles efectos adversos y maximizando la efectividad de los tratamientos y la eficiencia de 

los recursos empleados, siendo este aspecto de gran relevancia dado el elevado coste de estos 

procedimientos. La monitorización de las terapias celulares requiere una monitorización 

estrecha, dada la gran diversidad de interacciones que se genera en la respuesta a las mismas, 

así como su reciente implantación y, por lo tanto, la limitada experiencia con que se cuenta al 

respecto. 

 Si bien la evaluación clínica de los pacientes debe ser realizada por profesionales de 

especialidades clínicas, el papel de los especialistas en inmunología es fundamental en el 

seguimiento de las poblaciones infundidas y su evolución en cuanto a inmunofenotipo y 

función, así como las interacciones de las mismas con el sistema inmunitario de los receptores, 

su efecto sobre las redes de respuesta celular y los perfiles de citoquinas circulantes, dada su 

extrema complejidad.   

 El objetivo de esta guía es orientar a los especialistas en cuanto a la selección de 

parámetros a controlar y monitorizar. Las indicaciones se revisarán y actualizarán 

periódicamente por el Grupo de Inmunoterapia (GEIT) de la Sociedad Española de Inmunología 

en función de la experiencia y de la evidencia científica disponible. 
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INTRODUCCIÓN 

 En los últimos años se ha desarrollado un nuevo concepto de terapia celular basada en 

la modificación génica de células T para expresar CARs 1 (figura 1). Las agencias reguladoras 

internacionales, Food and Drug Administration (FDA) y European Medicine Agency (EMA) han 

autorizado el uso de varias terapias CAR-T, dirigidas frente a las moléculas CD19 y BCMA (del 

inglés, B cell maturation antigen), para el tratamiento de distintos tipos de linfoma no Hodgkin 

de células B (LNH-B), leucemia linfoblástica aguda de células B (LLA-B) y, más recientemente, 

para mieloma múltiple 2,3 (figura 2). Además de las terapias CAR-T comerciales aprobadas, en 

España se están realizando diversos ensayos clínicos con productos de desarrollo académico 

como ARI0001, dirigido frente al antígeno CD19, ARI0002h, frente a BCMA, o HSP-CAR30, 

contra CD30. Este tipo de terapias promueve la colaboración entre las instituciones 

hospitalarias y académicas y favorece que estos tratamientos sean más asequibles y accesibles 

a toda la población. Además de su utilidad en enfermedades hematológicas, se está 

explorando la posibilidad de introducir la terapia CAR-T en el tratamiento de tumores sólidos4 

y enfermedades autoinmunes como lupus eritematoso sistémico refractario5,6. Otras terapias 

CAR, como las CAR-NK o las CAR-M se dibujan también como complementos o alternativas a 

estas7,8.  

 Aunque se han obtenido resultados prometedores con altas tasas de remisión 

completa de la enfermedad hematológica en los diversos ensayos clínicos9,10, también se ha 

reportado una alta incidencia de recaídas y fallo de la terapia CAR-T11. Se ha demostrado la 

utilidad de la monitorización inmunológica en las diferentes etapas del tratamiento para 

evaluar, desde la idoneidad del paciente para recibir el tratamiento, hasta la predicción 

temprana de recaídas y efectos adversos, como el síndrome de liberación de citoquinas (en 

inglés Cytokine Release Syndrome,CRS) o el Síndrome de Neurotoxicidad Asociado a Células 

Inmunitarias (del inglés Immune Cell-Associated Neurotoxicity Syndrome,ICANS), así como de la 

reconstitución del sistema inmune12. Estudios recientes han mostrado la importancia de 

conocer y estudiar las dinámicas de distintas subpoblaciones linfocitarias en sangre periférica 

como herramienta que permita identificar aquellos pacientes refractarios al tratamiento13,14. 

En definitiva,  la aplicación de la terapia CAR-T en enfermedades hematológicas está 

cada vez más consolidada y existe evidencia científica de la utilidad de la inmuno-

monitorización de estos tratamientos, por lo que es fundamental disponer de guías que 

proporcionen directrices para realizar el seguimiento de los pacientes tratados. Este 

documento presenta una serie de recomendaciones sobre los estudios inmunológicos que se 
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deben realizar antes de la infusión de las células CAR-T, tanto en el paciente como en el 

producto a infundir, y en el seguimiento post-tratamiento. 

Figura 1. Esquema general del método de obtención y administración de células CAR-T. 

Adaptado de 15. 

 

Figura 2. Tratamientos CAR-T actualmente disponibles en el Sistema Nacional de Salud (SNS) 

en España, incluyendo tanto los medicamentos de fabricación industrial como no industrial. 

Obtenido del Plan para el Abordaje de las Terapias Avanzadas en el SNS (Junio 2024) 
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MONITORIZACIÓN 

1. MONITORIZACIÓN DEL PRODUCTO A INFUNDIR 

1.1. TERAPIAS CAR-T DE DESARROLLO ACADÉMICO  

 La producción de las células CAR-T es un proceso complejo y laborioso que requiere 

estrictos controles de calidad, desde los materiales de partida hasta el producto final. El 

control de todo el proceso de producción es esencial para garantizar la seguridad y la calidad 

de las células producidas. Por ello se deben realizar las siguientes monitorizaciones: 

- Control de la instalación 

- Control del equipamiento 

- Control de los reactivos utilizados 

- Control de los materiales de partida  

- Controles en proceso 

- Controles del producto final 

1.1.1. TEST PREVIOS AL PROCESO DE PRODUCCIÓN DE CÉLULAS CAR-T 

1.1.1.1. Preparación de reactivos 

 Al tratarse de un producto CAR-T académico, muchos de los reactivos utilizados 

durante el proceso de manufacturación se preparan en las mismas instalaciones. Estos 

reactivos se deben preparar bajo normas de correcta fabricación o, en inglés, Good 

Manufacturing Practices (GMP)16, dentro de una sala blanca y normalmente en una cabina de 

flujo laminar, garantizando la esterilidad de los reactivos o manteniendo un sistema cerrado de 

trabajo. 

- Controles microbiológicos y monitorización de partículas en las instalaciones 

 Al preparar los reactivos en una sala blanca, es necesario realizar los controles 

microbiológicos adecuados. Generalmente, suelen hacerse antes, durante y después del 

proceso de preparación de los reactivos, así como una monitorización continua de las 

partículas presentes en el ambiente de la sala. 

- Esterilidad de los reactivos 

 Es recomendable realizar controles de esterilidad de los reactivos que sufran 

manipulaciones durante las cuales sean expuestos al ambiente, como, por ejemplo, medios de 

cultivo que sean suplementados. Estos reactivos pueden comprometer la esterilidad del 

producto terapéutico y, por tanto, debemos asegurarnos de que no ha habido contaminación 

alguna antes de comenzar el proceso de producción. 
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1.1.1.2. Monitorización de la leucoaféresis 

 El material de partida en los productos CAR-T es la leucoaféresis del propio paciente, 

ya que, por el momento, todas estas terapias aprobadas son de uso autólogo. Antes de 

comenzar el proceso de manufacturación será necesario determinar, al menos, el número de 

leucocitos y el número y subpoblaciones de linfocitos presentes en la aféresis. 

- Hemograma 

 Es fundamental realizar un hemograma de la leucoaféresis del paciente para 

determinar el número de leucocitos totales, así como el número de linfocitos absolutos. Estos 

datos nos permitirán conocer si el biorreactor tiene capacidad para procesar todas las células 

de la leucoaféresis o deberemos criopreservar una parte de la misma. 

- Perfil de subpoblaciones linfocitarias 

 Es necesario determinar el porcentaje de linfocitos T (%CD3, %CD4 y %CD8) para 

poder calcular el volumen de aféresis que adquirirá el biorreactor antes de comenzar la 

producción de células CAR-T. Además, es recomendable determinar el porcentaje de distintas 

subpoblaciones como linfocitos B (%CD19) y células natural killer, NK (%CD16+CD56).  

- Esterilidad 

 Es necesario realizar un hemocultivo de microorganismos aerobios y anaerobios para 

asegurar que cualquier material que entra en el biorreactor, incluida la leucoaféresis, es 

estéril. Si el volumen de la leucoaféresis es limitado, estos test se pueden realizar a partir del 

material residual en la bolsa, lavando con suero fisiológico o PBS. 

1.1.2. TEST EN PROCESO 

 El objetivo de los controles en proceso es asegurar que la producción se desarrolla de 

forma adecuada y, además, nos permiten tomar decisiones durante la manufacturación. Los 

controles en proceso pueden variar dependiendo del protocolo de producción elegido para la 

fabricación de las células CAR-T y del biorreactor utilizado. Por tanto, hay que diseñar 

cuidadosamente los controles necesarios en función de estos aspectos, pero, en líneas 

generales, deben incluir: contaje, viabilidad y pureza de las células.  

1.1.2.1. Contaje y viabilidad 

 En algunos sistemas de producción es necesario monitorizar el crecimiento celular 

para decidir el momento en el que se finalizará la producción. Para ello, se tomará una 

muestra del cultivo y se realizará un recuento y análisis de la viabilidad celular. La técnica a 

utilizar será establecida por cada centro productor, siempre que esté adecuadamente validada 
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(Ph. E. 2.7.29). Se puede realizar un contaje manual, en cámara de Neubauer con Azul Tripán, o 

en un contador automático, lo que nos permitirá determinar simultáneamente la viabilidad 

celular. Alternativamente, se puede evaluar la viabilidad mediante citometría de flujo. 

1.1.2.2. Pureza (% células CD3+) e identidad (% células CAR+)  

 Durante el proceso de producción se realiza una caracterización del producto que se 

está generando. El objetivo principal de esta determinación es conocer la pureza (porcentaje 

de células CD3+) y la identidad (porcentaje o número de células que expresan el CAR) en el 

cultivo. En muchos casos, el cultivo se mantiene hasta conseguir el número de células 

necesario para el tratamiento de cada paciente. Otros protocolos tienen una duración del 

cultivo fija, independientemente del número de células obtenido. 

 La determinación del porcentaje de CD3+ y la determinación de la expresión del CAR 

serán los parámetros mínimos necesarios en estos controles en proceso. La citometría de flujo 

es la técnica utilizada para estas determinaciones. Si bien la determinación de CD3 es una 

práctica habitual en los laboratorios de citometría, la determinación del CAR es más compleja y 

habrá que elegir el protocolo más adecuado en función, principalmente, de la disponibilidad 

de reactivos. Las distintas formas de estimar la expresión del CAR en superficie se describen en 

el apartado 1.1.3.4. 

1.1.3. TEST EN PRODUCTO FINAL 

 El objetivo de los test realizados en el producto final es garantizar la calidad y la 

seguridad del producto y asegurar que cumple los requisitos exigidos por la agencia 

reguladora pertinente para su administración. Algunos de los parámetros determinados serán 

atributos críticos de calidad, es decir, deberán cumplir las especificaciones establecidas para 

poder liberar el producto para su utilización. Otros parámetros serán controles informativos, 

pero no restrictivos, es decir, nos proporcionarán información sobre el producto, pero que no 

deberán ajustarse a valores establecidos. A continuación, se describen los controles más 

habituales de producto final.   

1.1.3.1. Propiedades físico-químicas: apariencia, pH y osmolalidad 

Apariencia 

 Una vez finalizado el cultivo celular, es necesaria la inspección visual de la muestra. Las 

dos características básicas que debe cumplir son:  

 Ausencia de turbidez, que podría ser indicativa de contaminación celular. 

 Ausencia de agregados, que podrían ser indicativos de alta mortalidad celular. 
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 El momento en el que se evalúan estos parámetros dependerá del protocolo del 

cultivo: 

− Si la expansión se realiza en un sistema automatizado y cerrado en el que se 

obtienen células listas para criopreservar sin ninguna manipulación adicional, los 

parámetros se evaluarán en la suspensión final. 

− Si la expansión se realiza en un biorreactor y hay que someter la muestra a una 

manipulación previa a la criopreservación para eliminar el medio de cultivo, se 

inspeccionará la suspensión obtenida al finalizar el cultivo y la suspensión obtenida 

después de la manipulación. 

pH y osmolalidad 

En ocasiones, para que se pueda liberar el producto final, se solicitan otras 

propiedades físicoquimicas adicionales. Como, por ejemplo, que el producto tenga un 

pH entre 6-7.5 y una osmolalidad de 2000-3000 mOsm/kg, medido según farmacopea 

(Ph. E 2.2.3 y Ph. E. 2.2.35, respectivamente).  

1.1.3.2. Contaje y viabilidad 

 Una vez obtenido el producto final, se tomará una muestra para recuento y viabilidad 

celular. Como se ha mencionado en los controles en proceso, la técnica a utilizar podrá ser 

establecida por cada laboratorio productor siempre que esté adecuadamente validada (ver 

metodología en apartado 1.1.2.1.). El recuento y la viabilidad son parámetros críticos del 

producto final. 

1.1.3.3. Pureza  

 La pureza o porcentaje de linfocitos CD3+ de la población generada se determinará 

mediante citometría de flujo. El panel a utilizar debe incluir marcadores que nos permitan 

caracterizar, al menos, linfocitos T, linfocitos B, monocitos y células NK. Por lo tanto, los 

marcadores mínimos necesarios serán: CD3, CD4, CD8, CD14, CD19, CD16 y CD56. 

 El marcaje se realizará según protocolos convencionales de citometría de flujo. Puesto 

que la muestra a analizar es una suspensión celular obtenida de un cultivo, no es preciso 

realizar un paso de lisis de hematíes.  

1.1.3.4. Identidad  

 El porcentaje de células que expresan el CAR (CAR+) en el producto es un parámetro 

crítico para asegurar la calidad del mismo y, normalmente, se determina analizando la 
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expresión del receptor quimérico en la membrana de las células T mediante citometría de 

flujo. Además, se puede detectar la presencia del transgén del CAR a nivel genómico mediante 

PCR. Ambas técnicas han mostrado una buena correlación entre ellas, aunque la PCR ofrece 

mayor sensibilidad cuando el porcentaje de células CAR+ es muy reducido. En el caso del 

producto a infundir, se espera que el porcentaje de células CAR+ sea alto. Por tanto, la 

citometría de flujo que, además permite realizar un análisis multiparamétrico para la 

caracterización inmunofenotípica de las células, se considera la técnica de elección para la 

cuantificación de las células CAR+. 

 Para la cuantificación del CAR por citometría de flujo, se pueden utilizar dos tipos de 

reactivos (figura 3): 

− Reactivos universales: No son específicos y permiten detectar CARs con diferentes 

diseños y especificidades. Los reactivos de detección universal incluyen la Proteína 

L, que se unen a la cadena ligera de la inmunoglobulina (Ig), y anticuerpos que 

reconocen los fragmento F(ab)2 o Fab de la Ig. Existen tanto los que se unen a 

fragmentos de Ig humanas como murinas, dependiendo de si el CAR a identificar es 

de origen murino o humano. 

− Reactivos específicos: Son específicos de cada CAR y se unen al fragmento variable 

de cadena única (en inglés single chain Fragment variable, scFv) del CAR. 

 En algunos casos, el reactivo está directamente marcado con un fluorocromo, lo que 

permite un marcaje directo de la célula que expresa el CAR. En otras ocasiones, se realiza un 

marcaje en dos pasos, utilizando, por ejemplo, un reactivo marcado con biotina que se une al 

CAR y, posteriormente, un anticuerpo anti-biotina o estreptavidina conjugadas con un 

fluorocromo. 

 La ventaja de los reactivos universales es que sirven para detectar todos los CAR y son 

más económicos. Los reactivos específicos sólo se pueden usar para detectar un CAR en 

particular y son mucho más costosos. Sin embargo, tienen una alta especificidad, reduciendo la 

tinción inespecífica con respecto a los reactivos universales. Por tanto, la recomendación es 

utilizar reactivos específicos siempre que sea posible. Por ejemplo, en caso de un CAR dirigido 

frente a CD19, se puede utilizar una proteína recombinante humana CD19 conjugada con un 

fluorocromo. 
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Figura 3. Representación gráfica de diferentes tipos de marcaje de la molécula CAR para su 

determinación mediante citometría de flujo. De izquierda a derecha: 1. Marcaje directo del ScFv 

mediante un anticuerpo fluorescente anti-F(ab)2 o Fab. 2. Marcaje usando un anticuerpo anti-F(ab)2 y 

un anticuerpo anti-IgG secundario fluorescente. 3. Marcaje directo usando proteína recombinante diana 

del CAR marcada con un fluorocromo (p.ej. CD19-FITC). 4. Marcaje usando la proteína recombinante 

biotinilada y marcaje secundario con un anticuerpo anti-biotina fluorescente. 

 

 En función del reactivo que se seleccione, los protocolos de marcaje pueden variar 

para asegurar la mayor sensibilidad y especificidad. Por ejemplo, en caso de la utilización de 

reactivos universales, se deben incluir varios pasos de lavado después del marcaje para 

disminuir la tinción inespecífica. 

 En todos los casos, los ensayos utilizados para la determinación del porcentaje de 

células CAR+ deben incluir al menos un control negativo que nos ayude a establecer el punto 

de corte que defina la positividad. Este control puede ser diferente en función del protocolo 

utilizado. Una opción es el uso del control “fluorescencia menos uno” (en inglés Fluorescence 

Minus One, FMO), es decir, un tubo en el que se añaden todos los anticuerpos del panel 

excepto el reactivo que marca el CAR. También se pueden utilizar células T obtenidas en las 

primeras etapas del proceso de producción, cultivadas en las mismas condiciones que las 

células CAR-T, pero a las que no se les ha realizado la modificación genética. 

 En algunos casos se incorpora en el constructo genético que codifica para el CAR una 

molécula reportera que nos permite, entre otras cosas, una fácil identificación de las células 

que expresan el CAR El ejemplo más típico es la incorporación de una secuencia que codifica 

para una versión truncada del EGFR (del inglés, human EGFR truncated, hEGFRt) humano17, 
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separada de la secuencia CAR por un elemento viral de salto ribosómico tipo 2A, para asegurar 

la traducción del CAR y de hEGFRt como dos proteínas independientes y su expresión 

estequiométrica en la superficie de las células T. Así, las células CAR-T pueden ser detectadas 

fácilmente utilizando un anticuerpo anti-EGFR conjugado con un fluorocromo.  

1.1.3.5. Endotoxinas 

 Las endotoxinas son componentes de la pared celular de las bacterias Gram negativas 

que pueden provocar reacciones graves en humanos, resultando altamente tóxicas incluso a 

bajas concentraciones. Para detectar la presencia de endotoxinas en medicamentos es 

frecuente utilizar la prueba del lisado de amebocitos de Limulus (limulus amebocyte lysate, 

LAL). El LAL, que se obtiene de las células sanguíneas, o amebocitos, del cangrejo herradura 

(Limulus polyphemus), coagula en presencia de endotoxinas.  

 La generación de resultados válidos para las pruebas de endotoxinas bacterianas 

requiere procedimientos robustos (Ph. E. 2.6.14-método D), equipos bien mantenidos y 

personal debidamente capacitado. 

 Los productos CAR-T tienen que ser testados para descartar la presencia de 

endotoxinas (<0.5 EU/ml) en el producto final previo a la infusión al paciente, siendo una de las 

especificaciones para la liberación del producto18. 

1.1.3.6. Copias de CAR por genoma  

 El número de copias del vector (Vector Copy Number, VCN) es una cuantificación de la 

media de copias por célula del transgén que codifica para el CAR.  Los vectores retrovirales y 

lentivirales utilizados para generar células CAR-T se integran de manera aleatoria y 

permanente en el ADN de la célula huésped. Por tanto, un VCN elevado aumenta el riesgo de 

mutagénesis insercional y oncogénesis. La FDA y la EMA recomiendan que el VCN sea < 

5copias por genoma 19. La determinación del VCN es un control de calidad necesario para la 

liberación del producto CAR-T.  

El primer paso para realizar esta determinación es la extracción del DNA de las células 

CAR-T, de forma manual o mediante extractores automáticos de DNA, presentes en la mayoría 

de los laboratorios de biología molecular.  

 Las células CAR-T integran en su genoma, junto a la secuencia que codifica para el CAR, 

un gen reportero (por ejemplo, WPRE o hEGFRt), que se puede utilizar para determinar el 

número de copias del vector en el producto final. La determinación del VCN se puede realizar 

por diferentes técnicas de biología molecular, como la PCR cuantitativa a tiempo real (RT-

qPCR) (ver anexo 6) o tecnologías más avanzadas, como la PCR digital (dPCR). Como control 
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endógeno se utiliza un gen presente en todas las células, cuyo nivel de expresión no debe 

diferir entre muestras, por ejemplo, GATA-2). Una vez realizada la PCR, podemos calcular el 

número de copias por genoma del CAR mediante una sencilla formula, teniendo en cuenta que 

el gen control tiene 2 copias por genoma: 

 

                           

                            
                      

 

1.1.3.7. Virus competentes para la replicación  

 En el caso de que las células CAR-T se generen mediante transducción con vectores 

virales (lentivirus/retrovirus) es necesario evaluar la presencia de lentivirus/retrovirus 

competentes para la replicación (en inglés replication competent lentivirus/retrovirus, 

RCLs/RCRs), ya que no se puede infundir un producto celular con un vector viral con capacidad 

replicativa. Para ello se determinan las copias del gen de la proteína G del virus de la 

estomatitis vesicular (en inglés vesicular stomatitis virus protein G, VSV-G). Esta proteína de la 

envuelta del VSV-G se utiliza habitualmente en la producción de partículas retro/lentivirales, 

por lo que nos permitirá detectar la presencia de partículas virales con capacidad replicativa. 

Este análisis puede realizarse en el propio vector viral previamente a la transducción, 

en cuyo caso no será necesario analizarlo en el producto de infusión. 

 Al igual que para la determinación del VCN, se lleva a cabo la extracción del DNA y 

posteriormente se pueden utilizar diferentes técnicas de biología molecular para determinar 

las copias del gen VSV-G (qPCR, dPCR…). Una vez obtenido el número de copias, se calculan los 

RCLs/RCRs mediante una sencilla fórmula: 

               

                 
            

  

El criterio de liberación aplicado es “ausencia” de RCLs/RCRs. Dependiendo de la 

técnica y su sensibilidad, se establece un valor umbral. Por ejemplo, en el caso de la qPCR el 

criterio de liberación es <1 copia/ng ADN. Es necesario determinar la concentración de ADN 

presente en la muestra, ya que el resultado en las RCLs se estandariza por ng de ADN. Esta 

determinación se suele realizar con espectrofotómetros que calculan la cantidad de ADN a una 

longitud de onda entre 260 y 280 nm, permitiendo así también determinar la contaminación 

por proteínas y ARN. La concentración recomendable suele ser >80 ng/μl.  



19 
 

1.1.3.8. Presencia de transposasa y minicírculo 

 Una alternativa a la utilización de lentivirus para la generación de las células CAR-T es 

el uso de vectores no virales, como los transposones, por ejemplo, el denominado “Sleeping 

Beauty”. Estos sistemas están formados por dos elementos: el transposón en sí, que contiene 

el transgén que se va a insertar en el genoma, y la transposasa, enzima encargada de catalizar 

la reacción de transposición del transgén CAR desde un vector hasta el genoma de la célula 

huésped20. Una opción es utilizar un plásmido con el ADN que codifica el CAR y ARNm que 

codifica la transposasa. Ambos elementos se introducen en la célula mediante electroporación 

y, una vez dentro, se produce la transposición del transgén y su integración en el genoma. 

Tanto el ARNm como el ADN libre solo permanecen de forma transitoria en la célula, pues 

experimentan los procesos naturales de degradación de ADN/ARN. Sin embargo, es necesario 

comprobar que en el producto terapéutico no queda ADN libre sin integrar ni proteína 

transposasa que puede hacerse a través de dos ensayos, por ejemplo: 

− Persistencia de ADN mediante qPCR  

− Persistencia de la proteína transposasa mediante Western blot. 

1.1.3.9. Potencia o capacidad citotóxica  

 La capacidad citotóxica de las células CAR-T generadas es uno de los criterios utilizados 

a la hora de liberar el producto final, aunque hasta la fecha existen pocas evidencias 

científicas de la correlación entre esta capacidad citotóxica in vitro y la eficacia clínica. Esta 

capacidad se puede determinar tras realizar un co-cultivo de las células CAR-T con una línea 

celular que exprese el antígeno diana, a diferentes ratios célula efectora:diana (E:D) y durante 

un tiempo mínimo de cultivo, variable en función del tipo de CAR-T y la diana (entre 4 y 48 

horas). Como control, las células diana se incuban solas o con linfocitos T sin transducir del 

propio paciente. Tras el co-cultivo, se pueden analizar diferentes parámetros:  

- Determinación de la fracción superviviente de células diana en los co-cultivos. Existen 

diferentes alternativas para medir la citotoxicidad directa de las células CAR-T21. Los 

métodos más utilizados son: i) liberación de Cr51 (cuyo uso está limitado ya que utiliza 

compuestos radioactivos); ii) ensayos de bioluminiscencia (utilizando un transgén 

reportero de luciferasa); iii) ensayos basados en impedancia (permiten monitorizar en 

tiempo real un cell index a través de la separación de células adherentes); y iv) 

citometría de flujo (ampliamente utilizada). Mediante citometría se puede analizar la 

muerte de las células diana con diversos agentes intercalantes (como el 7-AAD) o 
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marcadores de apoptosis (como la anexina). En el anexo 1 se detalla un ejemplo de 

análisis de citotoxicidad mediante citometría de flujo. 

- Estudio de citoquinas en el sobrenadante de los co-cultivos. Otra opción para evaluar 

la capacidad citotóxica de forma indirecta es la determinación de citoquinas que se 

secretan al sobrenadante del co-cultivo durante la actividad citotóxica de los linfocitos 

T. Habitualmente se estudia la producción de interferón (IFN)-, factor de necrosis 

tumoral (tumor necrosis factor, TNF)-, interleuquina (IL)-10, IL-6 e IL-17A por 

diferentes métodos: ELISA, ELLA, Luminex, etc. 

- Estudio de marcadores de activación en las células tras el co-cultivo: CD69 es un 

marcador temprano de activación de células T, cuya expresión puede ser evaluada 

mediante citometría de flujo para determinar la activación de las células CAR-T tras la 

exposición a células diana. También se puede estudiar la proliferación de los linfocitos 

CAR-T en respuesta a la célula diana como marcador indirecto de la activación (usando 

CFSE por citometría de flujo). 

1.1.3.10. Test de esterilidad genérico 

 Al igual que se hace con los medios de cultivo y en la aféresis, tenemos que asegurar 

que el producto final CAR-T es estéril, confirmando la ausencia de microorganismos tanto 

aerobios como anaerobios. Uno de los métodos comúnmente utilizados es la monitorización 

del crecimiento de microorganismos en hemocultivos, durante 7-14 días, mediante sistemas 

fluorimétricos no invasivos (Ph. E. 2.6.27).   

1.1.3.11. Presencia de virus adventicios, hongos y micoplasma 

 Otra de las especificaciones para la liberación de los productos CAR-T es confirmar la 

ausencia de virus adventicios, Epstein-Barr, hepatitis B/C, VIH, virus del papiloma humano, 

hongos (PCR 18S) y microorganismos genéricos (PCR 16S), así como de micoplasma. 

Habitualmente, la presencia/ausencia de estos microorganismos se determina mediante qPCR, 

siguiendo los protocolos de Farmacopea correspondientes. 

1.1.4. IDENTIFICACIÓN DEL PRODUCTO 

 El etiquetado del producto final es un elemento clave en el proceso de producción y 

almacenamiento del producto y deberá ser verificado en el momento de la administración al 

paciente. La información contenida en la etiqueta de productos en investigación debe 

ajustarse al anexo 13 de las Normas de Correcta Fabricación de la EMA. En la figura 4 se 

muestra un posible ejemplo de etiquetado.  
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Figura 4. Modelo de etiqueta de producto final con los parámetros mínimos que tiene que incluir 

para la correcta identificación del producto y el paciente al que hay que infundir el producto 

 

En la tabla 1 se recoge un ejemplo de los criterios para liberar un producto CAR-T según las 

autoridades competentes. 
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Tabla 1. Tabla de especificaciones para la liberación de productos CAR-T 

 

Tipo de 

especificación 
Parámetro Criterio de aceptación Método 

Propiedades 
físico-químicas 

Apariencia 
Solución translúcida sin 

agregados 
Observación visual 

pH* 6.0 – 7.5 Eur.Ph. 2.2.3 

Osmolalidad* 2000 - 3000 mOsm/kg Eur.Ph. 2.2.35 

Cantidad 
Contaje celular ≥ Dosis mínima Eur.Ph. 2.7.29 

Viabilidad ≥70% Eur.Ph. 2.7.29 

Identidad % células CAR+ A determinar Citometría de flujo 

Pureza % células CD3+ A determinar Citometría de flujo 

Seguridad 
 

Esterilidad Estéril Eur.Ph. 2.6.27 

Endotoxina ≤ 0.5 EU/ml Eur.Ph. 2.6.14-método D 

ARNr 16S* Negativo 
qPCR-Detección 

bacteriana 

ARNr 18S* Negativo qPCR-Detección fúngica 

Micoplasma Ausencia Eur. Ph. 2.6.7-PCR 

Virus adventicios Ausencia qPCR 

VCN ≤ 5 copias/genoma qPCR 

RCL Ausencia qPCR 

Potencia Citotoxicidad Viabilidad ≤70% (E:D 1:1) Citometría de flujo 

Abreviaturas: Eur. Ph., European Pharmacopeia/Farmacopea Europea; RNAr, ácido ribonucleico ribosomal;  qPCR, 

quantitative Polymerase Chain Reaction/Reacción en cadena de la polimerasa cuantitativa. 

*recomendable, no obligatorio en la mayoría de casos.  

 

1.2. TERAPIAS CAR-T COMERCIALES 

1.2.1. Información proporcionada por la farmacéutica 

 La información proporcionada por la farmacéutica sobre el producto a infundir será de 

utilidad para comprobar que el producto cumple las condiciones óptimas para tratar al 
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paciente, aunque la información suministrada es limitada. En caso de ser centro receptor de 

productos CAR-T comerciales hay que cerciorarse de que cumplen con todas las 

especificaciones antes de ser descongelado y llevado a pie de cama del paciente. Además, es 

necesario comprobar que el transporte del producto se ha llevado a cabo en las condiciones 

óptimas, sin incidencias que puedan comprometer la calidad del producto (por ejemplo, 

subidas de temperatura). 

1.2.2. Test en el producto CAR-T 

 En el caso de los tratamientos con un producto CAR-T comercial, no es necesario llevar 

a cabo ningún test adicional, salvo que lo indique el fabricante. 

2. MONITORIZACIÓN DEL PACIENTE 

2.1. ANÁLISIS PRE-INFUSIÓN 

 En el proceso de selección de los pacientes candidatos a recibir una terapia CAR-T 

será necesario realizar un cribado previo a la realización de la aféresis. Es responsabilidad del 

facultativo de sistema de control de calidad del centro productor, o en su defecto, del 

facultativo que supervisa la infusión del producto (al menos uno de los dos debería ser un 

especialista en inmunología con una experiencia mínima de 2 años en terapias CAR) realizar 

una entrevista al paciente o sus familiares o tutores (en caso de ser menor de edad), confirmar 

serologías negativas de las principales enfermedades infecciosas (VHB, VHC, VEB, VIH…), así 

como asegurarse de que el paciente posee un recuento linfocitario adecuado (idealmente, 

>100 linfocitos CD3+/l en sangre periférica) antes de realizar la leucoaféresis.  

 Durante el seguimiento de la terapia CAR-T se determinan una serie de parámetros 

que pueden tener un nivel basal diferente en cada paciente. Esto es debido a que, al tratarse 

de terapias de segunda, tercera y cuarta línea, cada paciente habrá recibido diferentes 

tratamientos previos que condicionan su situación basal previa a la infusión de células CAR-T. 

Se ha demostrado que tanto la quimioterapia como el trasplante de progenitores 

hematopoyéticos pueden alterar la distribución y funcionalidad de las poblaciones linfocitarias 

y afectar parámetros humorales, como los niveles de citoquinas e inmunoglobulinas22–24. Esto 

implica que la monitorización de cada paciente tras recibir la terapia CAR-T debe tener 

siempre en cuenta su situación previa a la infusión. Por ello, se recomienda que en el periodo 

pre-infusión se realice al menos una evaluación, coincidiendo con la extracción de la aféresis 

del paciente. Posteriormente, si el tiempo entre la producción de CAR-T y la infusión es 
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suficientemente largo como para esperar cambios en los parámetros iniciales, se puede 

realizar un segundo estudio antes de la linfodepleción. 

2.1.1. ESTUDIOS DE CITOMETRÍA 

2.1.1.1. Perfil TBNK: CD45, CD3, CD4, CD8, CD19, CD16, CD56 

 Es recomendable realizar este estudio antes de la linfodepleción del paciente. El perfil 

de las poblaciones T, B y NK inicial nos permitirá conocer los cambios en estas poblaciones tras 

la infusión de las células CAR-T, observándose con frecuencia cambios en el cociente CD4/CD8 

y en el porcentaje de linfocitos B en sangre periférica. Idealmente, estos mismos marcadores 

se añaden al panel con el que se realizará la monitorización post-infusión, de modo que en una 

única determinación se puedan estimar tanto poblaciones generales como la población CAR+. 

2.1.1.2. Detección de anticuerpos anti-CAR 

 Como la proteína del CAR puede ser murina o humanizada, algunos pacientes tratados 

con inmunoterapia CAR-T desarrollan anticuerpos frente al mismo, bloqueando su actividad 

en el paciente y, por tanto, comprometiendo la eficacia de la terapia. Por tanto, es 

conveniente realizar ensayos para detectar, en el suero de los pacientes, anticuerpos humanos 

frente a las secuencias murinas del CAR (human anti-murine antibodies, HAMA) o incluso 

anticuerpos frente a los CAR generados con anticuerpos altamente humanizados (human anti-

human antibodies, HAHA). Con el objeto de evaluar la presencia de anticuerpos frente al CAR 

en la sangre del paciente antes de la infusión del producto y de establecer un control negativo 

de utilidad para cuando se realicen las determinaciones post-infusión, se utiliza la metodología 

descrita en el anexo 2.  

2.1.1.3. Marcaje de control de la expresión de CAR 

 

 Para establecer de forma correcta el valor a partir del cual se considera, dentro de las 

células CD3+, la población CAR+ para cada paciente, se recomienda realizar un estudio en 

controles sanos o bien una determinación de citometría basal con células del propio 

paciente. Es importante que este estudio en población sana o en una muestra pre-infusión del 

paciente se realice con el mismo panel de anticuerpos que se vaya a utilizar en el seguimiento. 

En el caso de que se realice en una muestra pre-infusión del paciente, es necesario que esa 

muestra de sangre sea previa a la linfodepleción, para no perder sensibilidad por la situación 

de linfopenia resultante. 
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 Para delimitar el punto de corte que discrimina la población negativa de la población 

positiva durante la puesta a punto del panel de citometría multiparamétrico son de utilidad los 

controles FMO.  

2.1.2. DETERMINACIÓN DE LOS NIVELES BASALES DE CITOQUINAS 

 Al igual que ocurre con otros parámetros, el análisis de los niveles basales de 

citoquinas permitirá monitorizar en cada paciente el incremento o disminución de las mismas 

tras la infusión de las células CAR-T. Se pueden utilizar paneles más o menos extensos, que 

incluyan la determinación de citoquinas tales como: IFN-, TNF-, IL-10, IL-6 e IL-17A, IL-2, IL-4, 

IL-1RA o IL-2RA. 

 En el apartado 2.2.3 se detallan algunos aspectos de la metodología utilizada para 

realizar el análisis y qué parámetros se recomienda analizar como mínimo. 

2.1.3. DETERMINACIÓN DE LOS NIVELES BASALES DE INMUNOGLOBULINAS 

 En el seguimiento de los pacientes que reciben terapia CAR-T se recomienda la 

determinación de parámetros humorales, ya que la depleción de los linfocitos B conduce a 

una hipogammaglobulinemia que en ocasiones requiere ser tratada con terapia sustitutiva 

con inmunoglobulinas intravenosas (IgIV). En este sentido, la determinación basal de 

inmunoglobulinas IgG, IgA e IgM es recomendable, de modo que se pueda establecer una 

evolución personalizada para cada paciente. 

2.2. ANÁLISIS POST-INFUSIÓN 

La relevancia clínica de la monitorización de la terapia CAR-T radica en la evidencia de 

la relación de diversos factores analíticos, con la respuesta al tratamiento, la intensidad y 

duración de la remisión, así como en la aparición de toxicidades. 

 Cuando las células CAR-T, una vez infundidas, interaccionan con la célula diana in vivo, 

la señalización a través del receptor quimérico induce la proliferación celular, la secreción de 

citoquinas y la lisis de la célula diana. Por lo tanto, la expansión de las células CAR-T, 

determinada por citometría de flujo o qPCR, permite predecir qué pacientes responderán a la 

terapia y cuáles no25. Además, se ha observado que la magnitud de expansión de las células 

CAR-T correlaciona con la eficacia de la terapia en pacientes con leucemia linfoblástica aguda 

de células B (LLA-B), leucemia linfocítica crónica B (LLC-B) o linfoma difuso de células B grandes 

(LDCBG) refractario/recidivante26 tratados con células CAR anti-CD1927,28. 
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 Otra información de interés es la persistencia en el tiempo de las células CAR-T in vivo. 

La capacidad de las células CAR-T para injertar una vez transferidas al paciente y persistir, 

junto con la eliminación de la carga tumoral / antígeno diana, determinan la extensión en el 

tiempo de las respuestas clínicas. Se ha observado la persistencia de células CAR-T hasta 10 

años después de su infusión en pacientes con LLC-B en remisión clínica mantenida de la 

enfermedad29,30. 

2.2.1. ESTUDIOS DE CITOMETRÍA 

 La citometría de flujo es una herramienta útil para monitorizar la evolución de los 

productos CAR-T tras su infusión, permitiendo la evaluación de la cinética, fenotipo, función y 

composición de las poblaciones celulares, tanto de la población CAR+ como del resto de 

subpoblaciones leucocitarias, en muestras de sangre periférica, médula ósea o LCR. 

2.2.1.1. Cinética celular: porcentaje de células CAR+ 

Uno de los objetivos de los estudios por citometría de flujo tras la infusión es la 

detección de células CAR-T circulantes, siendo la muestra de elección la sangre periférica. Esta 

monitorización se recomienda realizarla:  

- Semanalmente durante el primer mes, para evaluar el pico de expansión 

(generalmente entre los días 7-14 post-infusión) 

- Cada dos semanas desde el segundo mes hasta el alta 

- En cada revisión, o al menos a los 3 meses, tras el alta 

 Existen factores críticos que deben ser considerados a la hora de monitorizar las 

células CAR-T por citometría de flujo: 

- Reactivo para la detección del CAR 

 La citometría de flujo permite la detección y cuantificación de las células CAR-T 

mediante el reconocimiento de la porción extracelular del receptor CAR. Se recomienda el 

marcaje en dos pasos, debido a su mayor sensibilidad, y que el anticuerpo de detección esté 

conjugado con un fluorocromo brillante (p. ej., PE o APC). Además, se recomienda el uso de un 

control FMO, sin el marcaje con el reactivo CAR, como control negativo para para establecer 

adecuadamente el umbral de positividad (descrito en el apartado 1.1.3.4. Determinación del 

porcentaje de células CAR-T+) 

- Estrategia de selección de la población T CAR+ 
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 Las células T CAR+ pueden presentar un tamaño similar al de los linfocitos T activados. 

Por tanto, para no excluir estas células en el análisis, se recomienda seleccionar regiones 

ampliadas en los diagramas FSC/SSC y/o diagrama CD45/SSC, en relación con el tamaño 

habitual de los linfocitos. 

 Para facilitar el análisis y excluir otras subpoblaciones leucocitarias, como neutrófilos y 

monocitos, pueden incluirse marcadores como el CD14, CD15 y/o CD33. De este modo, 

podemos seleccionar correctamente los linfocitos totales incluyendo los T CD3+ con tamaño 

normal o de célula T activada, sin contaminación de otras subpoblaciones leucocitarias (figura 

5).  

Figura 5: Estrategia de selección de poblaciones para el análisis de células CAR-T en sangre periférica de 

pacientes 

 

Para detectar las células CAR-T se requiere, como mínimo, el reactivo de detección del 

CAR seleccionado y anticuerpos monoclonales para seleccionar leucocitos (CD45), linfocitos T 

(CD3) y excluir poblaciones celulares compatibles con el tamaño/granularidad de linfocitos T 

activados. Además, sumando un tubo control (p. ej. control FMO) para obtener un punto de 

corte correcto, obtendremos de manera fiable el porcentaje de linfocitos T que expresan en su 

membrana el CAR (%CD3+ CAR+, figura 6).  
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Figura 6. Ejemplo de análisis de células CAR+ en CD4 y CD8. El uso de un control FMO para la molécula 

CAR a estudio (A) permite diferenciar las células CAR+ (B). 

Es importante destacar que los pacientes que reciben terapia con células CAR-T son 

sometidos previamente a un régimen de quimioterapia linfodepletiva, lo que se traduce en un 

recuento linfocitario bajo durante las primeras semanas posteriores a la infusión. Por este 

motivo, los ensayos destinados a la detección de células CAR-T deben estar optimizados para 

garantizar una correcta sensibilidad. Algunas estrategias recomendadas incluyen procesar un 

mayor volumen de sangre (por ejemplo, el doble del habitual) o realizar una bulk lysis, si fuera 

necesario (ver anexo 3). 

- Poblaciones dentro del compartimento CAR+: activación, diferenciación, reguladoras, 

agotamiento y senescencia 

Dentro del compartimento CAR-T se pueden determinar, mediante la inclusión de 

marcadores como CD4, CD8 y/o CD56, diferentes subtipos celulares con diferentes 

propiedades biológicas: células CAR colaboradoras, citotóxicas y con perfil de célula T NK.  

Se ha descrito que en el momento del pico de expansión el compartimento T CAR+ es 

altamente heterogéneo y está formado por más de 75 poblaciones celulares distintas, de las 

cuales 12/75 son altamente prevalentes26. A continuación, se describen las principales 

subpoblaciones de interés, así como los marcadores asociados a activación, diferenciación, 

agotamiento y senescencia que pueden ser incluidos en el análisis (figura 7): 
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- Identificar los linfocitos Tγδ (TCR+). Un mayor número de células CAR-T  

en el pico, se ha relacionado con una mejor respuesta al tratamiento26,31 

- Marcadores de activación: CD25, HLA-DR y CD38 son los más comúnmente 

utilizados para evaluar la activación de linfocitos T. 

- Marcadores de diferenciación/maduración: mediante el análisis de la 

expresión de los antígenos CD45RA y CCR7, podemos definir los subtipos de 

células T con un perfil naïve (CD45RA+/CCR7+), memoria central (CD45RA-

/CCR7+), memoria efectora (CD45RA-/CCR7-) y linfocitos T efectores 

(CD45RA+/CCR7-).  Alternativamente, también se puede utilizar la combinación 

de marcadores CD45RO/CD27. 

- Subtipos de linfocitos T CD4+: mediante el análisis de la expresión de CXCR3 y 

CCR6 se pueden definir distintos subtipos de linfocitos T colaboradores o 

helper (Th), como son los Th1 (CXCR3+/CCR6-), Th2 (CXCR3-/CCR6-) y Th17 

(CXCR3-/CCR6+). Asimismo, el perfil CD4+CD25++CD127- define a la 

subpoblación de células T reguladoras, que tienen un importante papel en la 

regulación de la respuesta inmunológica. 

- Marcadores de agotamiento: como marcadores de interés se ha propuesto el 

estudio de la expresión de PD-1, LAG-3 y TIM-3 en linfocitos T. 

- Marcadores de senescencia: las células T senescentes se caracterizan por la 

pérdida de expresión de moléculas co-estimuladoras como CD27 o CD28. En su 

lugar, expresan moléculas tales como KLRG-1 (Killer cell lectin-like receptor 

subfamily G) y CD57. 

Se han relacionado diferencias en el porcentaje de las distintas subpoblaciones con la 

respuesta clínica en pacientes con LDCBG refractario/recidivante. Concretamente, se ha 

observado que, en el pico de expansión, un mayor número de células CAR-Tγδ+ y CAR-Th1 se 

asocia con una mejor respuesta al tratamiento en el DLBCL26. Por lo tanto, se recomienda 

realizar una caracterización inmunofenotípica de las células CAR-T. 
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Figura 7. Ejemplo de estrategia de selección de poblaciones y análisis de expresión de diversos 

marcadores de diferenciación (CD45RO, CD27), T reguladores (CD4, CD127low, CD25), activación (HLA-

DR) y agotamiento (PD-1). 

2.2.1.2. Cinética celular: recuento absoluto de células CAR+ 

 Es altamente recomendable analizar tanto el porcentaje de células CAR+ como los 

valores absolutos (células por µl o mm3). La determinación del recuento absoluto de células 

CAR nos permite monitorizar la magnitud de la expansión de la terapia tras su infusión. La 

determinación del recuento absoluto se puede realizar utilizando técnicas de plataforma única 

o dual. Las técnicas de plataforma única, en las que se emplea únicamente el citómetro de 

flujo, pueden basarse en la realización de un muestreado volumétrico o en la utilización de 

tubos pre-cargados con microesferas fluorescentes de concentración calibrada. En este último 

caso, se utiliza un protocolo de lisado y no lavado de sangre completa o médula ósea. Por otro 

lado, en el recuento absoluto mediante plataforma dual se combina la información de la 

frecuencia o porcentaje de la población de interés, proporcionada por el citómetro de flujo, 

con el recuento absoluto de una población emparentada, obtenida mediante el hemograma. 

Los ensayos mediante plataforma única son considerados más precisos que la plataforma dual 

y, por lo tanto, se recomiendan si es técnicamente posible. 
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2.2.1.3. Estudio de subpoblaciones linfocitarias T-B-NK 

 Adicionalmente, si no se incluyen en el panel de detección de células CAR+, se 

recomienda incluir un tubo adicional con los antígenos CD14, CD19, CD56, CD16, CD3, CD4 y 

CD8, para determinar los porcentajes de las subpoblaciones linfocitarias no CAR-T, incluidos 

los monocitos, linfocitos B, células NK y subpoblaciones de linfocitos T CD4+ o CD8+. También 

mediante las propiedades de tamaño, granularidad y autofluorescencia, determinar los 

porcentajes de neutrófilos y eosinófilos para una descripción completa de la muestra. 

2.2.1.4. Células B (aplasia B) 

 La presencia y persistencia de células CAR-T también se puede inferir mediante la 

cuantificación de células que expresan su diana antigénica. En la monitorización de terapias 

CAR-T dirigidas frente a antígenos expresados en linfocitos B (p.ej., CAR anti-CD19), la aplasia 

de células B post-infusión, siendo una toxicidad on-target/off-tumor, es un marcador de buen 

pronóstico. Por tanto, en estos casos recomendamos incluir un ensayo dirigido al estudio de la 

población B, en el que, además de analizar la expresión del antígeno CD19, se incluyan otros 

antígenos pan-B, como CD20 y CD22, y determinar linfocitos B de memoria mediante el 

marcaje con CD27. Obtendremos un resultado compatible con aplasia B mediante la no 

detección de células viables CD19 y/o CD20 y/o CD22.  

2.2.1.5. Unificación del recuento de células CAR-T, subpoblaciones 

linfocitarias y Enfermedad mínima residual (EMR) 

 La evaluación de la enfermedad mínima residual (EMR), actualmente denominada 

enfermedad residual medible (en inglés, Measurable Residual Disease, MRD) consiste en la 

detección, por debajo de la sensibilidad de la citomorfología, de células tumorales que 

persisten tras la terapia anti-tumoral. Este análisis se ha convertido en un standard of care en 

muchas patologías onco-leucocitarias, entre ellas las neoplasias más frecuentemente tratadas 

con células CAR-T, como la LLA-B, los procesos linfoproliferativos crónicos B y el mieloma 

múltiple. Existen diversos métodos diagnósticos para determinar la EMR, como la citometría 

de flujo multiparamétrica (CFM), la qPCR y la secuenciación de última generación (next 

generation sequencing, NGS)32–34  . En los anexos 4 y 5 se detallan los procesos de análisis de 

EMR y de unificación con el recuento de células CAR-T y subpoblaciones linfocitarias. 

La citometría de flujo permite realizar simultáneamente y con alta sensibilidad el recuento 

de células CAR-T, subpoblaciones linfocitarias, evaluar la pérdida de aplasia B y el análisis de la 

EMR en la muestra de sangre periférica: 
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1) Cuantificación de las células CAR-T: en general, superado el primer mes de 

seguimiento las cifras de células CAR-T decaen de manera muy pronunciada, lo que 

hace necesario un análisis de alta sensibilidad (adquisición de 3-5 millones de células) 

para poder detectarlas. 

2)  Subpoblaciones linfocitarias básicas y memoria T: para poder caracterizar la 

distribución de las diferentes subpoblaciones T de memoria en la población CAR-T, se 

requieren elevadas cifras de células. 

3) Pérdida de la aplasia B: el riesgo de recaída de la enfermedad es muy elevado tras la 

pérdida de la aplasia B. De hecho, la aparición de la población CD19+ es un claro 

indicador de que las células CAR-T están perdiendo efectividad, por falta de capacidad 

citolítica o por ausencia de linfocitos CAR-T. Por este motivo, es fundamental realizar 

estudios de alta sensibilidad que permitan detectar de forma temprana la reaparición 

de células B CD19+. 

4) Análisis de la EMR: Como se describe en el anexo 4, este estudio debe realizarse 

necesariamente con una estrategia de alta sensibilidad. Para ello, se propone un 

panel específico que también se detalla en los anexos. 

Debido al bajo porcentaje que pueden representar las células CAR-T+ después del 

primer mes de seguimiento, así como a la necesidad de detectar de forma temprana la pérdida 

de la aplasia B, se requieren estudios de alta sensibilidad. Para reportar con fiabilidad estas 

poblaciones minoritarias, es necesario analizar por citometría de flujo entre 20 y 50 eventos de 

interés, lo que en algunos casos obliga a adquirir entre 3 y 5 millones de eventos celulares. 

2.2.1.6. Detección de anticuerpos anti-CAR (HAMAs/HAHAs)  

 Para detectar anticuerpos frente al CAR, hay que generar previamente una línea 

celular que exprese el CAR de forma estable. Para ello se puede transducir la línea HEK293T 

con las partículas virales que codifican el CAR, durante 48 horas a 37°C en presencia de 

polibreno. La expresión del CAR se comprueba mediante citometría de flujo con los métodos 

descritos anteriormente.  

 Para detectar la presencia o ausencia de anticuerpos anti-CAR frente a la fracción 

murina (HAMAs) y frente a la fracción humanizada (HAHAs) tras el tratamiento, se incuban las 

células HEK293T que expresan el CAR con el suero del paciente y, posteriormente, con un 

anticuerpo secundario anti-IgG humana conjugado con un fluorocromo (el proceso se detalla 

en el anexo 2).   
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2.2.2. ESTUDIOS MOLECULARES 

2.2.2.1. Monitorización de células CAR-T 

 Numerosos ensayos clínicos han demostrado que la expansión y persistencia de las 

células CAR-T en pacientes con neoplasias hematológicas son factores clave que determinan la 

eficacia de la terapia CAR-T y la eliminación de las células tumorales33–35. En este apartado se 

describe un método de PCR cuantitativa (qPCR), basado en el uso de sondas TaqMan, para 

determinar el porcentaje de células portadoras de vectores CAR en el total de células de 

sangre periférica. Para ello, se utilizan cebadores (primers) y sondas TaqMan dirigidos frente a 

un gen control (por ejemplo, GATA 2) y frente a una secuencia contenida dentro del fragmento 

del vector lentiviral que se integra en el genoma de la célula huésped. Esta secuencia puede 

pertenecer al CAR propiamente dicho o a otra región del inserto.  Por ejemplo, en el caso de 

los CAR clonados en el vector lentiviral pCCL1, se puede cuantificar la presencia del gen 

WPRE36. Es un método de elevada sensibilidad que complementa la medición realizada 

mediante citometría de flujo, especialmente cuando las cifras de células CAR-T descienden por 

debajo del 0.1% y la sensibilidad se aproxima a los límites de detección de la citometría. El 

método molecular tiene la ventaja de ser altamente específico, lo que permite alcanzar 

sensibilidades próximas al 0.01%.  

 En el anexo 6 se detalla un posible protocolo para detectar células CAR-T mediante 

qPCR. 

2.2.3. ANÁLISIS DE CITOQUINAS 

 El síndrome de liberación de citoquinas o CRS, asociado a terapia celular adoptiva, es 

un estado hiperinflamatorio resultante de la activación inmunitaria tras la interacción de las 

células CAR-T con el antígeno diana. 

 En la versión 5 de los Criterios Terminológicos Comunes para Sucesos Adversos, CTCAE 

v5.0 (del inglés, Common Terminology Criteria for Adverse Event), se refinaron definiciones 

previas del CRS, definiéndolo como "un trastorno caracterizado por fiebre, taquipnea, dolor de 

cabeza, taquicardia, hipotensión, erupción cutánea y/o hipoxia causado por la liberación de 

citoquinas37". 

 En general, en el CRS se elevan los niveles séricos de una serie de citoquinas, 

principalmente TNF-α, IL-1, la IL-6, IFN-γ, factor estimulante de colonias de granulocitos-

macrófagos (en inglés granulocyte-macrophage colony-stimulating factor, GM-CSF), proteína 

inflamatoria de macrógafos 1 alfa (en inglés Macrophage Inflammatory Protein-1 Alpha, MIP-
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1α,) proteína quimioatrayente de monocitos 1 (en inglés Monocyte Chemoattractant Protein-

1, MCP1) e IL-10. 

2.2.3.1. Etapas y biomarcadores del CRS 

 El CRS suele aparecer entre los días 1 y 10 tras la infusión de células CAR-T y va 

acompañado de la expansión y el agotamiento de estas células (Figura 8). La evidencia indica 

que el CRS facilita el control de la enfermedad, pero al mismo tiempo, puede ser perjudicial 

para el paciente por la falta de control del estado hiperinflamatorio. 

 Para comprender mejor los cambios dinámicos del CRS, algunos autores dividen el 

curso de este síndrome en tres estadios, basados en la dinámica cambiante general de los 

niveles de citoquinas y en los recuentos de células CAR-T38. Estos estadios son: 

1) Etapa de inicio: primero aumentan los niveles séricos de TNF-α, IL-1, IL-2, IL-10 y 

proteína C reactiva. 

2) Etapa de pico: a continuación, suben la temperatura y los niveles de ferritina, y las 

citoquinas IFN-γ e IL-6 incrementan hasta niveles máximos. 

3) Etapa de recuperación: se produce un aumento de los niveles de IL-4 e IL-17α, 

mientras que los niveles de las citoquinas mencionadas anteriormente disminuyen 

gradualmente. 

 Hasta el 85% de los pacientes tratados con terapias CAR-T experimentan algún grado 

de CRS, siendo grave en un 26% de ellos. La monitorización de citoquinas en los primeros tres 

días tras la infusión permite predecir el desarrollo de CRS grave39. La elevación de los niveles 

circulantes de IFN-γ, IL-6, IL-8, IL-10, IL-15, MCP-1, TNFRp55 y/o MIP-1b en las primeras 36 

horas permite diferenciar los CRS de grado 440. Los niveles séricos de proteína C reactiva son 

una medida indirecta de la actividad de la IL-6 en el CRS. La ferritina alcanza su punto máximo 

entre 24 y 48 horas tras el inicio de la etapa de pico del síndrome CRS (Figura 8).  

 El abordaje clínico más habitual para el manejo del CRS tras la terapia con células CAR-

T es el tratamiento de apoyo. Cuando se produce un CRS grave, se utilizan fármacos para 

bloquear el receptor de IL-6 (tocilizumab), del receptor de la IL-1 (anakinra) o neutralizantes 

de la IL-6 (siltuximab) para tratar la hipotensión y la hipoxia en pacientes con un mayor grado 

de CRS41. Cuando los pacientes son refractarios a la terapia anti-IL-6, se puede considerar el 

uso de corticosteroides para inhibir la activación de las células T mediante la disminución de la 

transducción de señales a través del receptor de IL-2. 
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Figura 8. Cinética in vivo de los niveles de citoquinas en el suero durante el desarrollo de CRS tras la 

terapia con células CAR-T. 

 

Otra toxicidad asociada a la terapia CAR-T es el síndrome de neurotoxicidad asociada 

a células inmunitarias efectoras o ICANS. La fisiopatología del ICANS es poco conocida, por lo 

que es objeto de numerosas investigaciones. El CRS y el ICANS comparten similitudes, ya que 

ambos están vinculados a la producción de citoquinas proinflamatorias tras terapia CAR-T y a 

la respuesta inmunitaria innata en el microentorno tumoral. Los pacientes con ICANS pueden 

tener niveles séricos elevados de proteína C reactiva, ferritina, IL-6, IL-15, IFN-γ, GM-CSF, IL-2, 
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IL-5, IL-1a, granzima B, TNF-α, ligando 10 de quimioquina con motivo CXC (en inglés C-X-C 

Motif Chemokine Ligand 10, CXCL10) y MCP-1. 

2.2.3.2. Medición de citoquinas en sangre 

 La medición de los niveles de citoquinas en sangre se puede realizar con distintos tipos 

de muestra y mediante diferentes técnicas. 

 En cuanto al tipo de muestra, la determinación se puede realizar tanto en suero como 

en plasma. Se recomienda la extracción de la muestra en tubos de heparina de sodio, ya que 

durante la agregación plaquetaria o la centrifugación de la muestra las plaquetas pueden 

liberar citoquinas como IL-642.   

 Se recomienda también que, tras la extracción de la sangre, no pase más de una hora 

hasta que se separe el suero o plasma y se congele la muestra a -80ºC, temperatura a la que 

permanecerá hasta su estudio, evitándose ciclos reiterados de congelación-descongelación. Un 

retraso en el procesamiento preanalítico de la muestra puede conllevar un cambio de los 

perfiles de citoquinas, ya sea por degradación, adsorción o producción celular. 

 Actualmente, la medición de los niveles de citoquinas durante el CRS post-infusión de 

CAR-T no es criterio para el tratamiento de los síntomas asociados, por lo que generalmente 

las muestras se almacenan para un estudio retrospectivo posterior. aunque en muchos centros 

sí se tienen en cuenta los niveles de IL-6 medidos en fresco para el tratamiento precoz del CRS 

con tocilizumab o anakinra. Es recomendable que el almacenamiento de la muestra hasta su 

estudio no exceda el año, especialmente para citoquinas como IL-13, IL-15 e IL-17. Otras 

citoquinas, como IL-1α, IL-1β, IL-5, IL-6 e IL-10 presentan una degradación del 50% en un 

período más tardío, a los 2-3 años. Las citoquinas más estables son IL-2, IL-4, IL-12 e IL-18, 

manteniendo los niveles iniciales hasta 3 años después del almacenamiento inicial. En cuanto a 

la estabilidad después de varios ciclos de congelación-descongelación, la mayor parte de las 

citoquinas, excepto IL-6 e IL-10, se ven afectadas. Por lo tanto, es recomendable que se 

guarden las muestras en varias alícuotas 

 Aunque el diagnóstico del CRS no se basa en la medición de los niveles de citoquinas 

en sangre, puede resultar de interés evaluar su aumento con respecto al momento previo al 

desarrollo del CRS. Una determinación multiparamétrica permite, además de definir patrones 

asociados a CRS, monitorizar el estado pro-inflamatorio una vez que el paciente recibe 

tratamiento frente a esta complicación, ya que el valor de las citoquinas diana deja de tener 

valor para interpretar la eficacia del tratamiento. Por lo tanto, en función de las capacidades 

del laboratorio, a la medición de IL-6 se puede añadir la determinación de otras citoquinas, de 

modo que las técnicas indicadas para cada caso pueden diferir. En la determinación de un solo 
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parámetro, las técnicas de ELISA ofrecen buenos resultados, con el inconveniente de la 

acumulación de muestras para poder optimizar la curva de calibración y los controles que 

deben incluirse en cada análisis. Para el análisis multiparamétrico, existen distintos métodos, 

como el ensayo de citometría basado en esferas (Cytometric Bead Array, CBA) o el ELISA 

multiparamétrico43. Sin embargo, se debe tener en consideración que la sensibilidad de los 

estudios multiparamétricos se reduce para cada analito individual cuando éstos se analizan de 

forma simultánea. En la actualidad, existen plataformas que evitan esto gracias al reparto de la 

muestra en canales individuales dentro del mismo cartucho de reacción. Por lo general, todas 

las metodologías multiparamétricas permiten el diseño personalizado de los paneles, por lo 

que se pueden seleccionar aquellas citoquinas que puedan tener un papel más relevante en la 

predicción del desarrollo del CRS o su evolución. 

 Se recomienda analizar como mínimo los niveles de citoquinas IL-6 e IL-1RA, para 

obtener un resultado que pueda asociarse a la selección de tratamientos del CRS, como el 

tocilizumab o el anakinra. Se recomienda también evaluar otras citoquinas con diana 

farmacológica, como IFN-gamma y TNF-alfa. Otras citoquinas de interés son IL-10, IL-17A, IL-2, 

IL-4, así como marcadores humorales relacionados con fenómenos hiperinflamatorios, como 

CD163, IL-18, IL2RA y CXCL9. En todos los casos, para su correcta interpretación, se debe tomar 

como referencia el perfil pre-infusión del paciente. 

2.2.4. INMUNOGLOBULINAS POST-INFUSIÓN 

La hipogammaglobulinemia puede aumentar el riesgo de infecciones del tracto 

respiratorio e infecciones con organismos bacterianos encapsulados (por ejemplo, 

Streptococcus pneumoniae y Haemophilus influenzae tipo b). Bajos niveles de IgG pueden 

aparecer desde las primeras 9 semanas después de la infusión y persistir más de 4 años44. Los 

pacientes con niveles de IgG < 400 mg/dL e infecciones recurrentes pueden beneficiarse del 

tratamiento sustitutivo con inmunoglobulinas. Por lo tanto, se recomienda la determinación 

de IgG, al menos 1 mes después de la infusión de las células CAR-T y de forma continua según 

sea necesario. 

Si el paciente está en tratamiento con IgIV, se recomienda la extracción de las 

muestras para los estudios de control “en valle”, es decir, justo antes de la siguiente perfusión, 

con el fin de ajustar la dosis y/o frecuencia de la terapia de forma personalizada para cada 

paciente. Si se observa una disminución en los niveles deseables en sangre en esa medición en 

valle, se debe aumentar la dosis o acortar el tiempo entre infusiones. 
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CONCLUSIONES  

La monitorización de las terapias biológicas es una herramienta imprescindible para 

mejorar los resultados en los pacientes, minimizando los posibles efectos adversos y 

maximizando la efectividad de los tratamientos y la eficiencia de los recursos sanitarios. En el 

caso de las terapias celulares se requiere una monitorización más estrecha, dada su 

complejidad, reciente implantación y la limitada experiencia. El seguimiento de parámetros 

del sistema inmunitario en las diferentes etapas de la terapia CAR-T permite evaluar desde la 

idoneidad del paciente para recibir el tratamiento, a la posibilidad de recaídas y efectos 

adversos, así como el seguimiento de la reconstitución del sistema inmunitario.  

En este documento resumimos los principales parámetros a monitorizar antes y 

después del tratamiento con CAR-T, tanto en el paciente como en el producto a infundir: 

Muestra previa a la linfodepleción: 

1. Previo a la linfodepleción del paciente es necesario realizar un estudio de 

inmunoglobulinas y del perfil basal TBNK en sangre periférica: leucocitos (CD45), 

linfocitos T (CD3, CD4, CD8), linfocitos B (CD19) y células NK (CD16, CD56). 

2. Es muy recomendable realizar estudios de citoquinas (IL-6, IL-1RA). 

3. Es recomendable realizar una tinción para evaluar CAR-T por citometría de flujo, con 

el objetivo de establecer el umbral de positividad en cada paciente 

4. Es recomendable evaluar anticuerpos anti-CAR-T, para establecer el valor basal en 

cada paciente. 

 

Leucoaféresis y producto: 

5. En la leucoaféresis de partida, determinar el número de leucocitos y linfocitos (por 

hemograma) y el perfil TBNK. 

6. Durante el proceso de producción, controlar: recuento, viabilidad, pureza (%CD3) e 

identidad (%CAR). 

7. En el producto final, controlar: recuento, viabilidad, pureza (%CD3) e identidad 

(%CAR). Se debe verificar la ausencia de virus competentes para la replicación y la 

ausencia del vector viral. Además, debe determinarse la capacidad citotóxica, 

mediante co-cultivos con células diana antígeno-positivas, estudiando la fracción de 

células supervivientes y/o la producción de citoquinas. Hay que garantizar la seguridad 

y trazabilidad del producto, así como su esterilidad previa infusión al paciente. 
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Monitorización postinfusión 

8. Tras la infusión del producto CAR-T, evaluar las poblaciones linfocitarias en sangre 

periférica, tomando como referencia el perfil pre-infusión del paciente. Como mínimo 

se debe determinar la distribución T CD4/CD8. Es recomendable un estudio de 

activación (HLA-DR), senescencia (PD-1) y diferenciación (Memoria/Efectoras) de la 

población T.  

9. Monitorización de la población CAR-T mediante citometría de flujo, tomando como 

referencia la muestra pre-infusión. Adicionalmente, se puede estudiar la expansión 

mediante qPCR. Esta monitorización se realizará: semanalmente durante el primer 

mes; cada dos semanas desde el segundo mes hasta el alta; en cada revisión, o al 

menos a los 3 meses, tras el alta.  

10. Monitorización de los niveles de citoquinas, como mínimo, IL-6 e IL-1RA. Se 

recomienda también evaluar IFN-gamma, TNF-alfa, IL-10, IL-6 e IL-17A, IL-2, IL-4 e IL-

2RA, tomando como referencia el perfil preinfusión del paciente. La determinación se 

repetirá semanalmente durante el primer mes, o al menos a los 3 meses (día +100) en 

ausencia de síndrome de liberación de citoquinas (CRS). En caso de presentarse CRS, se 

realizará al menos una determinación en el momento del diagnóstico y otra una vez 

resuelto el evento. 

11. Monitorización de la aplasia de la población diana del CAR-T (habitualmente aplasia 

B), que se podría combinar con estudios de enfermedad mínima residual (EMR) en 

muestras de sangre periférica en los mismos tiempos y en paralelo a la monitorización 

de células CAR-T (punto 9). 

12. Es recomendable evaluar la presencia de anticuerpos anti-CAR en el receptor, 

especialmente si hay sospecha de su aparición por falta de expansión de células CAR-T. 

13. Es recomendable hacer los estudios de citometría siguiendo un protocolo de bulk lysis 

(lisis + tinción) para asegurar el análisis de 3-5 millones de células. 
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Figura 9. Esquema propuesto para la monitorización en la terapia CAR-T. 

 

 

 

 

Tabla 2. Resumen de los parámetros a seguir a lo largo del proceso de producción y 

tratamiento con células CAR-T 

 

  

 Controles en el producto Monitorización en el paciente 

  Proceso Producto  final Preinfusión  Postinfusión 

perfil TBNK Imprescindible CD3 Recomendable Imprescindible 

Inmunoglobulinas - - Recomendable Recomendable 

Citoquinas - - Recomendable Recomendable 

%CAR Imprescindible Imprescindible - 
Imprescindible, 
alta sensibilidad 

Aplasia diana - - - 
Imprescindible, 
alta sensibilidad 

Anticuerpos anti 
CAR 

- - - Imprescindible 
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ANEXOS 

ANEXO 1. ENSAYO DE CITOTOXICIDAD MEDIANTE CITOMETRÍA DE FLUJO 

Mediante citometría se determina el número de células diana viables en los diferentes 

cultivos, considerando como 100% de viabilidad el dato obtenido del cultivo realizado en 

ausencia de células CAR-T. El criterio de liberación se establece durante la validación del 

proceso de producción de cada producto CAR-T. Comúnmente, se determina que la fracción 

superviviente de células diana en el co-cultivo con células CAR-T sea <70% a una ratio E:D de 

1:1. Otra opción es incluir un segundo criterio para minimizar el efecto citotóxico de los 

linfocitos T del paciente frente a las células diana debido a la alorreactividad en el cálculo de la 

potencia. Así, se puede establecer que la diferencia entre los porcentajes de citotoxicidad de 

los co-cultivos de células dianas con CAR-T vs células diana con linfocitos T no transducidos, 

sea superior a un valor determinado. Normalmente se establece que la diferencia entre ambos 

porcentajes sea >50% a ratios entre 1:2 y 1:8. 

En el siguiente protocolo de ejemplo se describe la metodología utilizada para medir la 

citotoxicidad de linfocitos T CAR frente al antígeno CD19 mediante citometría de flujo.  

Reactivos 

o Células NALM6. 

o X-Vivo 15 

o Human Serum Type AB 

o RPMI 

o FBS (Serum Fetal Bovino). 

o IL-2. 

o MAb anti-CD19-PE 

o MAb anti-CD4-BV421. 

o MAb anti-CD8-APC 

o 7AAD 

o PBS 10X. 

Técnica 

Ensayo de la capacidad citotóxica de linfocitos de linfocitos T modificados genéticamente que 

expresan en la membrana plasmática un receptor antigénico quimérico (CAR) frente al 

antígeno CD19 (CART-19). Como diana celular se utiliza la línea celular NALM6, que consiste en 

células pre-B leucémicas que expresan el antígeno CD19. La fracción superviviente de las 

células diana NALM6 se determina por citometría de flujo mediante la incorporación del 
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colorante vital 7AAD a las células vivas, tras co-cultivo con las células CART-19 y con células T 

no transducidas a diferentes ratios. La potencia se expresa como el % de las células NALM6 

supervivientes (CD19+ 7AAD−) tras co-cultivo con CART19 y células T no transducidas. 

Descripción del protocolo 

1. Pasos previos 

o Preparación de la línea NALM6 

Mantener la línea celular tumoral NALM6 en cultivo con medio RPMI completo (medio 

RPMI suplementado con un 10% FBS y un 1% PSA). Si la línea está congela y no se tiene en 

cultivo, descongelar las células como mínimo de 5 días antes de realizar el ensayo.  

o Preparación de las células CART-19 y las células T no transducidas 

Entre 16 y 24 horas antes de realizar el ensayo, descongelar un mínimo de 10x106 

células T transducidas y no transducidas. 

2. Día 1 

o Poner las células en el incubador a una concentración de 1x106 células/ mL en medio 

X-Vivo 15 completo (medio X-Vivo 15 + 5% FBS). 

o Añadir IL-2 a una concentración final de 50 U/mL. 

3. Día 2 

1. Ajustar la concentración al número de células necesaria indicada a continuación: 

a. CART-19: 2 X 106 células /mL. 

b. NT: 2 X 106 células /mL. 

c. NALM6: 0,5 X 106 células /mL. 

2. Añadir las cantidades indicadas de los co-cultivos por triplicado de células Efectoras (E), 

CART-19 o NT, vs células Target (T), NALM6, a ratios 1:1 y 4:1 en placas de 24 pocillos, de 

acuerdo con el esquema de la tabla 1. El volumen final será en todos los casos de 1 mL, se 

añadirá medio de cultivo X-VIVO 15 hasta llegar a dicha cantidad en los pocillos que sea 

necesario. 

3. Poner la placa en el incubador a 37ºC y 5% de CO², durante 4h. 

4. Resuspender bien el contenido de cada pocillo y pasar a tubos eppendorf.  

5. Centrifugar 5min a 400g. 

6. Recoger el sobrenadante de uno de los triplicados y guardarlo a -20ºC para análisis de 

citocinas (en caso que sea necesario). Descartar el resto de los sobrenadantes.  
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7. Resuspender el pellet de células en 100µL de PBS y transferir a una placa de 96 pocillos 

con fondo en V. 

8. Centrifugar la placa 5min a 400g.  

9. Mientras se centrifuga, preparar la Mix de anticuerpos, de acuerdo con la tabla 2.     

10. Resuspender cada pocillo con 100 µL de PBS. 

11. Añadir 18 µL de la Mix de anticuerpos preparada previamente. 

12. Incubar 15min en oscuridad.  

Tabla 1. Esquema de las cantidades de células a añadir en cada pocillo. 

POCILLO 
NOMBRE 

MUESTRA 

RATIO   

E:T2 

Nº CÉLULAS 

NALM6 

Nº CÉLULAS 

T (NT) 

Nº CÉLULAS 

CART-19 

VOLUMEN 

NALM6        

(0,5 X 106/mL) 

VOLUMEN 

CART-19 o NT  

(2 X 106/mL) 

VOLUMEN 

MEDIO 

1 NALM6 - 250.000 - - 500 µL - 500 µL 

2 NALM6 - 250.000 - - 500 µL - 500 µL 

3 NALM6 - 250.000 - - 500 µL - 500 µL 

4 NT 1 - - 125.000 - - 62,5 µL 937,5 µL 

5 CART-19 - - - 125.000 - 62,5 µL 937,5 µL 

6 NT 1:1 1:1 250.000 250.000 - 500 µL 125 µL 375 µL 

7 NT 1:1 1:1 250.000 250.000 - 500 µL 125 µL 375 µL 

8 NT 1:1 1:1 250.000 250.000 - 500 µL 125 µL 375 µL 

9 
NT 4:1 4:1 250.000 

1.000.000 - 500 µL 500 µL - 

10 
NT 4:1 4:1 250.000 

1.000.000 - 500 µL 500 µL - 

11 
NT 4:1 4:1 250.000 

1.000.000 - 500 µL 500 µL - 

12 
CART-19 

1:1 
1:1 250.000 

- 
250.000 500 µL 

125 µL 
375 µL 

13 
CART-19 

1:1 
1:1 250.000 

- 
250.000 500 µL 

125 µL 
375 µL 

14 
CART-19 

1:1 
1:1 250.000 

- 
250.000 500 µL 

125 µL 
375 µL 

15 
CART-19 

4:1 
4:1 250.000 

- 
1.000.000 500 µL 

500 µL 
- 

16 
CART-19 

4:1 
4:1 250.000 

- 
1.000.000 500 µL 

500 µL 
- 

17 
CART-19 

4:1 
4:1 250.000 

- 
1.000.000 500 µL 

500 µL 
- 

*1 NT: Linfocitos T no transducidos. 2 T: Células Target (Células NALM-6). 2 E: Células Efectoras (CART-19 o Linfocitos T no 
transducidos (NT)) 
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13. Centrifugar 5 minutos a 400g. Descartar el sobrenadante. 

14. Lavar con 200 µL de PBS.  

15. Centrifugar 5 minutos a 400g. Descartar el sobrenadante. 

16. Resuspender en 230 µL de PBS. 

17. Leer la placa en el citómetro de flujo. 

 

Tabla 2. Anticuerpos monoclonales necesarios para el análisis del ensayo de citotoxicidad. Será 

necesario calcular el volumen necesario de cada uno de los anticuerpos para: Nº pocillos (17) + 2 = 19.   

 

 

 

 

 

 

 

Análisis de resultados 

Calcular el porcentaje de células NALM6 vivas de cada muestra, respecto al cultivo de 

células NALM6 no tratado, sin células Target (T). Para ello se determina el número de células 

CD19+7-ADD-. 

  

 PARA UN POCILLO  PARA 19 POCILLOS  

CD19-PE 2 µL 38 µL 

CD4 BP-421 2 µL 38 µL 

CD8-APC 2 µL 38 µL 

7-AAD 2 µL 38 µL 

PBS 10 µL 190 µL 
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ANEXO 2: DETECCIÓN DE ANTICUERPOS ANTI-CAR (HAMAS/HAHAS) 

Este protocolo de ejemplo describe la metodología utilizada para la determinación de los 

niveles de anticuerpos dirigidos contra el CAR mediante citometría de flujo. En este ejemplo se 

describe la técnica para el análisis de los anticuerpos contra el CAR anti-CD19, pero el principio 

de la técnica se podría aplicar a diversos anticuerpos dirigidos contra diferentes constructos 

CAR. 

Reactivos 

o DPBS 

o células HEK293T transducidas con el CAR de interés 

o anti-murino IgG conjugado a APC, para detectar CART19  

o Anti-Humano IgG Fc conjugado a FITC, para detectar HAMA 

o suero de cabra inactivado 

Técnica 

Es un inmunoensayo de fluorescencia celular para detectar anticuerpos humanos anti-CAR19 

en suero de pacientes: HAMA, del inglés human anti-murine antibodies con especificidad frente 

a CAR19 (ARI0001). 

La línea celular HEK293T se transduce con el lentivirus CAR19 (ARI0001; MOI=2) durante 48 

horas a 37°C en presencia de polibreno. La expresión del CAR se comprueba mediante 

citometría de flujo con un Anticuerpo anti-murino IgG conjugado con APC. 

La línea celular HEK293T transducida con el CAR19 se incuba con el suero de los pacientes y 

posteriormente, mediante el anticuerpo secundario anti-humano IgG conjugado a FITC, se 

puede estudiar la presencia o ausencia de anticuerpos anti-CAR19. 

Cada vez que se ensaya el suero de un paciente se incluyen controles negativos (ensayo sin 

suero y ensayo con suero de un control sano); y control positivo (ensayo con suero cuya 

positividad se ha determinado anteriormente). El control positivo debe tener una intensidad de 

fluorescencia por encima del 20% y los controles negativos por debajo del 10% (entre el 10 y el 

20% se considera negativo dudoso). 

Descripción del protocolo 

1. Comprobación de la expresión de CAR19 (ARI0001) en las células HEK293: 

a. Preparación de los tubos de citometría con 150.000 células: 

- HEK293T sin transducir como control negativo. 
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- HEK293T transducidas con el CAR (HEK-CAR). 

b. Marcar el CAR siguiendo la metodología descrita anteriormente. 

c. Incubar 15 min a temperatura ambiente (TA). 

d. Añadir 2 mL de PBS y centrifugar 400g 7 min. Decantar. 

e. Adquirir en el citómetro.  

En caso de que la expresión de CAR en las células HEK293T transducidas sea >50% se continúa 

con el estudio: 

1) Pipetear 100.000 células HEK-CAR por tubo: 

 - HEK-CAR + suero de donante sano (control negativo). 

 - HEK-CAR + suero de paciente positivo (control positivo). 

 - HEK-CAR + anticuerpo secundario (referencia de la fluorescencia de fondo). 

 - HEK-CAR + suero de cada paciente a estudiar + anticuerpo secundario. 

2) Incubar con 50 µL de suero de cabra durante 30min a TA: 

3) Añadir 2 mL de PBS/suero de cabra y centrifugar a 400g. 7 min. Decantar. 

4) Añadir 50 µL de suero/plasma del paciente en los tubos de citometría. 

5) Incubar 30 min a TA. 

6) Añadir 2 mL de PBS/suero de cabra y centrifugar 400g 7 min. Decantar. 

7) Incubar con 50 µL de suero de cabra durante 30min a TA 

8) Añadir 2 mL de PBS/ suero de cabra y centrifugar 400g 7 min. Decantar. 

9) Añadir 2 µL de anticuerpo anti-IgG e incubar 30 min a 4º. 

10) Añadir 2mL de PBS/suero de cabra y centrifugar 400g 7 min. Decantar. 

11) Adquirir en el citómetro. 

Análisis de resultados  

Los resultados se expresan como % de detección del anticuerpo anti-IgG humana por 

citometría de flujo: 

 - Si HAMA/HAHA <10% se considera el resultado como negativo. 

 - Si HAMA/HAHA 10-20% se considera el resultado como positivo débil. 

- Si HAMA/HAHA >20% se considera el resultado como positivo. 
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ANEXO 3: DETECCIÓN DE CÉLULAS CAR-T POR CITOMETRÍA DE FLUJO 

 

Este protocolo de ejemplo describe la metodología utilizada para la determinación de los 

niveles de CAR dirigidas frente a las moléculas CD19 y BCMA mediante citometría de flujo. 

Reactivos: 

o CD19 o BCMA CAR marcado con biotina. 

o Anti-Biotin Antibody   

o Buffer de lavado: Albúmina de suero bovino (BSA) al 0,1 % en PBS. 

o Solución lisante de cloruro de amonio: diluida 1:10 en agua destilada (sin fijador).  

Técnica  

A continuación, se presenta un ejemplo de panel utilizado para la detección de células CAR-T. 

Se recomienda procesar dos tubos por muestra: uno destinado al control (FMO) y otro para la 

detección específica de células CAR-T, con el fin de evaluar adecuadamente el nivel de fondo. 

 

TUBOS V450 V500 FITC PE PerCPy5.5 PECy7 APC APCR700 APCH7 

1. Control 
FMO 

CD16 CD45 TCR GD Solo Biotina CD4 CD19 CD3 CD8 CD14 

2. CART CD16 CD45 TCR GD 
CD19/BCMA 
CAR + Biotina 

CD4 CD19 CD3 CD8 CD14 

 

Recomendación inicial: Debido a la linfodepleción previa a la infusión, estos pacientes suelen 

presentar intensas linfopenias. Por tanto, para adquirir un número suficiente de eventos, es 

recomendable consultar siempre el hemograma y, en caso de linfopenias severas, se 

recomienda duplicar la cantidad de muestra (200 µL) y de lisante utilizado (4 mL). 

Descripción del protocolo 

- Tomar 100 µL de muestra de sangre periférica anticoagulada con EDTA por tubo. 

- Añadir 2 mL de solución lisante diluida 1:10. 

- Incubar durante 10 minutos a temperatura ambiente, protegido de la luz. 

-Centrifugar a 1700 rpm durante 5 minutos y descartar el sobrenadante. Mezclar suavemente 

mediante vórtex 

-Realizar un primer lavado con 2 mL de buffer de lavado (0,1 % BSA en PBS). Centrifugar 

nuevamente (1700 rpm 5 min), descartar sobrenadante y mezclar con vórtex.  
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-A continuación, marcar con el reactivo para la detección del CAR únicamente en el tubo 

destinado a evaluar la población T CAR+: 

 Tubo 1 (CONTROL FMO): no añadir nada. 

 Tubo 2 CAR-T: añadir el reactivo para detectar el CAR (CD19 o BCMA) 

-Mezclar con vórtex e incubar durante 10 minutos a temperatura ambiente. 

-Realizar un segundo lavado con 2 mL de buffer de lavado, centrifugar (1700 rpm 5 min), 

descartar el sobrenadante y agitar con vórtex. 

 AÑADIR LOS ANTICUERPOS MONOCLONALES (ver panel de anticuerpos). Se recomienda 

preparar un pool de anticuerpos, excluyendo la anti-BIOTINA. 

-Añadir a ambos tubos: anti-biotina, pool de anticuerpos y buffer de lavado hasta llegar a 

100uL. 

- Mezclar suavemente mediante vortex e incubar 10 minutos a temperatura ambiente, 

protegido de la luz. 

-Realizar el lavado final con PBS (no utilizar buffer de lavado). Añadir 1500 µL de PBS, mezclar 

con vórtex y añadir 1500 µL adicionales, obteniendo un volumen total de 3000 µL. 

-Finalmente centrifugar a 1700 rpm durante 5 minutos, descartar el sobrenadante, mezclar 

suavemente mediante vórtex y resuspender en 300 µL de PBS. Adquirir por el citómetro 

correspondiente. 
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ANEXO 4: ESTUDIO DE LA ENFERMEDAD MÍNIMA RESIDUAL 

 

La evaluación de la enfermedad mínima residual (EMR), permite la detección de células 

neoplásicas no identificables mediante citomorfología convencional. Constituye un 

biomarcador pronóstico y de respuesta terapéutica esencial en neoplasias frecuentemente 

tratadas con terapia CAR-T, como la leucemia linfoblástica aguda B o el mieloma múltiple. Las 

técnicas empleadas incluyen citometría de flujo multiparamétrica (CFM), PCR cuantitativa y 

secuenciación de nueva generación (NGS). 

 

Tabla 1. Técnicas utilizadas para la determinación de la enfermedad mínima residual 

 Técnica Sensibilidad Ventajas Limitaciones 

CFM 10-4 Accesible, rápida y 

estandarizada 

Debe hacerse con muestras frescas en 

las primeras 24-48 horas. Posibles 

falsos negativos. 

PCR 10-4 Utiliza muestras de ADN o 

ARN que pueden 

conservarse y procesarse 

posteriormente. 

Requiere de alteraciones genéticas 

específicas y bien definidas. No todos 

los pacientes las presentan. 

NGS 10-6 Altamente sensible y 

específica para la mayoría 

de las patologías T y B 

maduras e inmaduras. 

Cara, poco accesible y menos 

estandarizada. 

Abreviaturas: CMF, citometría de flujo multiparamétrica; PCR, polymerase chain reaction; NGS, 

next generation sequencing. 

 

 A continuación de describen métodos de CFM que pueden hacerse de manera 

simultánea o en paralelo a la detección de células CAR-T en sangre periférica y a la 

caracterización de las subpoblaciones linfocitarias. Aunque la muestra habitualmente utilizada 

para la evaluación de la EMR es la médula ósea, en patologías como leucemia linfoblástica 

aguda45 y el mieloma46, el análisis puede hacerse en sangre periférica con buenos resultados si 

se utilizan métodos con alta sensibilidad, como la NGS o la next-generation flow (NGF), técnica 

de citometría con la que se adquieren y analizan entre 5 y 10 millones de células. 
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 La frecuencia en la monitorización, tanto en sangre periférica como en médula ósea, 

varía entre los diferentes tratamientos con CAR-T académicos y comerciales. Sin embargo, en 

todos los casos la frecuencia de análisis de muestra en sangre es mayor que en médula. Por 

ello, es interesante disponer de métodos sensibles para evaluar la EMR en muestras de sangre 

que permitan anticiparse a las recaídas antes del muestreo en médula. No obstante, la 

recomendación de hacer estudios de EMR en muestras de sangre periférica sería para LLA-B, 

LLC-B o mieloma, ya que en estas patologías las células tumorales suelen circular en sangre con 

relativa frecuencia. Su realización es menos recomendable en linfoma difuso de célula B 

grande (LDCBG), patología frecuentemente tratada con CAR-T, ya que en esta enfermedad las 

células tumorales raramente suelen circular. 

 La metodología NGF sigue unos protocolos estandarizados, válidos para cualquier tipo 

de muestra o patología, variando únicamente en los paneles de anticuerpos utilizados para 

detectar las células leucémicas. Los pasos a seguir son los siguientes: 

- Partir de un volumen de muestra que contenga entre 10 y 15 millones de células. 

- Lisar los hematíes con solución hipotónica de cloruro de amonio durante 10-15 

minutos (bulk-lysis). 

- Lavar con PBS y dejar en 100µl. 

- Marcar con el panel de anticuerpos seleccionado, lavar y fijar. 

- Adquirir en el citómetro 

 En la tabla 2 se muestran los paneles Euroflow47 para la detección de linfomas de 

células B, LLA-B y mieloma en citómetros de 8 Fluorescencias. 

Tabla 2. Paneles EuroFlow para la detección, mediante citometría de flujo, de EMR en pacientes con 

linfoma B, mieloma o LLA-B. 

 Linfoma Mieloma LLA-B 

Fluorocromo Tubo-1 Tubo-1 Tubo-2 Tubo-1 Tubo-2 

Pacific blue CD4 + CD20 CD45 CD45 CD20 CD20 

Pacific orange* CD45 CD138 CD138 CD45 CD45 

FITC CD8 + Lambda CD38 CD38 CD81 CD81 

PE CD56 + Kappa CD28 CD56 CD66c+CD23 CD73 + CD304 

PerCP-Cy5.5 CD5 CD27 B2m CD34 CD34 

PE-Cy7  CD19 CD19 CD19 CD19 

APC CD3 CD117 Kappa-cit CD10 CD10 

APC-H7* CD38 CD81 Lambda-cit CD38 CD38 

* o similares 

 

 Es importante tener en cuenta que en los pacientes tratados con células CAR-T o con 

otras terapias biológicas dirigidas frente a antígenos de la membrana de la célula leucémica, 
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puede llevar a la pérdida de expresión del antígeno diana o la selección de células leucémicas 

con una expresión negativa para el mismo. Esto es relativamente frecuente en LLA-B pero 

menos frecuente en las patologías de células maduras, como mieloma o LDCBG. En cualquier 

caso, se ha descrito que en LLA-B se puede continuar utilizando los paneles recomendados por 

Euroflow, ya que una ligera modificación en la estrategia de análisis permite llegar a 

concordancias del 92% o el 81% en función de que las células leucémicas pierdan o no la 

expresión de CD1932. Otra cuestión a tener en cuenta es que, con cierta frecuencia, la recaída 

en la enfermedad en los pacientes con LLA-B tratados con CAR-T es en forma de leucemia 

mieloblástica aguda. 

 Actualmente, la terapia CAR-T para el tratamiento del mieloma va dirigida contra el 

antígeno BCMA y, por tanto, la pérdida del antígeno diana no interfiere en la detección de las 

células mielomatosas, que se basa en CD38 y CD138. Sin embargo, hay que tener en cuenta 

que muchos de estos pacientes pueden recibir terapias biológicas, concomitantes a CAR-T, con 

anticuerpos anti-CD38. En este caso se recomienda utilizar anticuerpos anti-CD38 

multiepítopo32 o anticuerpos anti-CD38 desarrollados en camélidos, que permitan la detección 

del antígeno a pesar del tratamiento. 
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ANEXO 5: UNIFICACIÓN DEL RECUENTO DE CÉLULAS CAR-T, SUBPOBLACIONES 
LINFOCITARIAS Y EMR 

 

En la siguiente tabla se describe un ejemplo de panel para la evaluación simultánea en sangre 

periférica de la cuantificación de las células CAR-T, evaluación de subpoblaciones linfocitarias 

básicas y memoria T, estudio de la pérdida de la aplasia B y evaluación de la EMR. 

Tabla 1. Panel de citometría de un solo tubo para la monitorización de pacientes tratados con células 

CAR-T. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Láser violeta, láser azul, láser rojo 
* CCR6, CD45RA, CD22 y HLA-DR facilitan la detección de linfocitos B en caso de pérdida de 

expresión de CD19 
** anti-biotin-PE, para revelar las proteínas CD19-biotina o BCMA-biotina 

Si estos estudios se realizan por separado se requiere hacer bulk lysis y marcar las células en 

diferentes tubos (tubo CAR-T, tubo subpoblaciones memoria y tubo EMR+aplasia-B), lo que 

resulta muy costoso y laborioso. Por ello, se propone una tinción con 23 marcadores que 

Fluorocromo Marcador 

BV421 CD196 (CCR6)* 

cF V450 CD45RA* 

cF V505 CD4 

Ghost dye v540 Viability 

cF V610 CD20 

BV650 CD127 

BV711 TCRgd 

BV786 CD25 

FITC CD38 

cF B548 CD8 

PE** 
proteína diana-
biotina 

cF BYG610 CD27 

cF BYG667 CD183 (Cxcr3) 

cF B690 CD3 

cF BYG710 CD22* 

cF BYG750 CD56 

cF BYG781 CD19 

cF R659 CD34 

cF R668 CD138 

cF R685 HLA-DR* 

cF R720 CD45RO 

cF R780 CD10 

cF R840 CD45 
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permite la evaluación simultánea de todos estos parámetros en un solo tubo, tanto en 

pacientes tratados por LLA-B o linfoma B, como por mieloma (simplemente cambia la proteína 

utilizada para detectar el CAR: CD19 o BCMA). En la tabla 2 se resumen las subpoblaciones 

leucocitarias caracterizadas con este panel. 

Tabla 2. Subpoblaciones caracterizadas con el panel de un solo tubo 

Subpoblaciones caracterizadas 

Leucocitos viables (CD45+ Gosht dye-) 

Linfocitos totales (FSC/SSClow CD45++) 

Monocitos (SSCmid CD45high CD38+ HLA-DR+) 

Neutrófilos (SSChigh CD45dim) 

Eosinofilos (SSChigh & autofluorescencia) 

Células progenitoras mieloides (CD45low CD34+ CD38++ HLA-DR+ no-B) 

Linfocitos B (CD19+ CD20+ CD22+ CCR6+ CD45RA++ DR++) 

Linfocitos B inmaduros/leucémicos (CD45low CD10+ CD34+ CD38++) 

Células plasmáticas (CD38++CD138+) y CP tumorales (CD27- o CD56+) 

Células NK (CD3- CD56+ CD45RA++) 

Linfocitos T (CD45++ CD3+, no-B, no-NK, no-Monocitos) 

Linfocitos T colaboradores (CD3+ CD4+) 

Linfocitos T citotóxicos (CD3+ CD8+) 

Linfocitos T reguladores (CD3+ CD4+ CD127low CD25++) 

Linfocitos T naive (CD27+ CD45RO-) 

Linfocitos T stem cell memoria (CD27+ CD45RO- CXCR3+) 

Linfocitos T efectores (CD27- CD45RO-) 

Linfocitos T memoria efectora (CD27- CD45RO+) 

Linfocitos T memoria central (CD27+ CD45RO+) 

Linfocitos Th1 (CxCR3+ CCR6-) 

Linfocitos Th2 (CxCR3- CCR6-) 

Linfocitos Th17 (CxCR3- CCR6+) 

Linfocitos CART+ (con fenotipo memoria o Th diverso) 
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ANEXO 6:  DETECCIÓN DE CÉLULAS CAR-T MEDIANTE qPCR 

El siguiente protocolo de ejemplo describe la metodología utilizada para la determinación de 

los niveles de moléculas CAR-T mediante qPCR. En este ejemplo se describe la técnica para el 

análisis de los CAR que se transducen con vectores lentivirales, ya que se amplifica la secuencia 

del vector WPRE, pero el principio de la técnica se podría aplicar a diversos constructos CAR 

utilizando distintas sondas específicas de secuencias concretas de cada CAR. 

Reactivos y material necesario 

o Cebadores y sondas para la detección de DNA del CAR y del gen control GATA2: 

 WPRE_F: 5’ GTCCTTTCCATGGCTGCTC 3’ 

 WPRE_R: 5’ CCGAAGGGACGTAGCAGA 3’ 

 WPRE-P 6FAM: 5’ FAM-CTGTGTTGCCACCTGGATTCTGCGC-3’ 

 GATA2_16F: 5’ TGGCGCACAACTACATGGAA 3’ 

 GATA2_17R : 5’ CGAGTCGAGGTGATTGAAGAAGA 3’ 

 GATA2-P VIC: 5’ VIC-AGCTGCTGCCTCCAGACGAGGT-3´ 

o TaqMan Universal PCR Master Mix (2X) (Applied Biosystems) 

o ADN control positivo (100% CAR+) extraído de células HEK-293 

o ADN control negativo procedente de individuos sanos 

o ADN de muestras problema de pacientes en tratamiento CAR-T 

o H2O para biología molecular 

o Tubos eppendorf estériles de 0.6 y 1.5 ml 

o Placas ópticas 96 pocillos para qPCR  

o Micropipetas y puntas 

Equipo necesario 

o Equipo de PCR cuantitativa, (por ejemplo, 7500 Fast Real-Time PCR System, Applied 

Biosystems). 

Técnica 

Amplificación del DNA genómico mediante PCR en tiempo real (RT-PCR) con sondas específicas 

de las regiones lentivirales WPRE de los productos CART, co-amplificadas con el gen control de 

GATA2, para la detección y cuantificación del número de integraciones CART por genoma 

(Copias por genoma). 

Para la detección y cuantificación del número de integraciones CART por genoma se utiliza el 

gen WPRE, una secuencia reguladora que acompaña al gen CAR-T en el vector lentiviral. 
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Este método es común para muestras de producto final CART transducidos con un vector 

lentiviral y de sangre periférica de pacientes tratados con terapia celular CART.   

Descripción del protocolo 

1. Extracción de ADN genómico de muestras de sangre periférica completa. Existen 

numerosos métodos comerciales para la extracción de ADN genómico de muestras de 

sangre periférica. En cada caso, deberán seguirse las instrucciones del fabricante.  

2. qPCR-TaqMan con 100ng de ADN: 

- Diluir las muestras de ADN a testar con H2O para biología molecular, para dejarlas a 

una concentración de 50 ng/μl. 

- Hacer dilución seriada 1/10 del DNA 100% CAR-positivo para construir una curva 

patrón de 4 puntos (100%, 10%, 1%, 0.1%). 

o pCCL-EF1a-CAR19 (100ng/µl). 

o pCRII-GATA2 (100ng/µl). 

** Preparación de la recta patrón (diluciones de los plásmidos) 

Para cada uno de los plásmidos, preparar una recta patrón, con un factor de 

dilución de 10, para obtener una muestra con el número de copias/µl:                                                                                                                            

                     108, 107, 106, 105, 104, 103, 102 

Número de copias/µl de: 

o pCCL-EF1a-CAR19 100ng/µl (9442pb)= 9.8x109 

o pCRII-GATA2 100ng/µl (5453pb)= 1.7x1010 

- Preparar una PCR mix (tabla 1) para cada uno de los genes WPRE y GATA2 en tubos 

eppendorf de 1.5ml. Calcular el número de pocillos necesarios por MIX: Nº de pocillos 

necesarios para cada gen + 2 adicionales. Todas las muestras se ensayan por duplicado. 

Tabla 1. PCR mix para la detección molecular del CAR  

Reactivo (concentración inicial) Volumen  Concentración Final 

TaqMan Universal PCR Master Mix (2X) 10 μl 1X 

WPRE o GATA2 PCR Forward Primer (10 μM) 0.6 μl 300nM 

WPRE o GATA2 PCR Reverse Primer (10 μM) 0.6 μl 300nM 

WPRE o GATA2 Sonda Taqman (4 μM) 1 μl 200nM 

H2O 5.8 μl  

 

- Mezclar bien cada una de las PCR mix para homogeneizar los reactivos. 
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- Pipetear 18 μl de cada una de las PCR mix a los pocillos correspondientes de la placa de 

PCR. 

- Añadir 2 μl de DNA a 50 ng/µl de cada control positivo de la curva estándard (100%, 

10%, 1% y 0.1%), control negativo o muestra a ensayar, según corresponda. Añadir 

H2O en dos pocillos como control de amplificación. 

- Sellar la placa con film adhesivo con la ayuda de una espátula para evitar la 

evaporación. 

- Centrifugar la placa 1min a 150 G. 

- Introducir la placa en el termociclador y ejecutar el siguiente programa:  

o 1 ciclo de 52ºC, 2 minutos - 95ºC ,10minutos. 

o 50 ciclos de 95ºC, 15 segundos - 60ºC, 1 minuto. 

Análisis de resultados  

 Cálculo del porcentaje de células portadoras de CAR: 

- El software del programa de análisis crea las curvas patrón utilizando las lecturas CT de 

las amplificaciones correspondientes a las diluciones seriadas de los genes GATA2 y 

WPRE (Figura 1). 

- Los valores CT de las muestras a ensayar se interpolan en estas curvas para estimar la 

frecuencia de cada gen (%WPRE y %GATA2). 

- Con estos valores se calcula la frecuencia de células CAR-T positivas con la siguiente 

fórmula: “%CAR-T = %WPRE / %GATA2 x 100”. 

      

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Ejemplo de análisis de células CAR-T en el software de análisis de la qPCR. Se muestran los valores de las CT 

de cada una de las amplificaciones, tanto de las muestras como de las curvas standard (WPRE y GATA2), con el 

correspondiente valor interpolado de las curvas de concentración conocida. 
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