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TABLA S1: GUIAS REGULATORIAS INTERNACIONALES PARA PRODUCTOS DE TERAPIA GENICA (1994-2024).

Nombre de la guia

Descripcion

Campo cientifico

Entidad emisora

Gene therapy product quality aspects in the production of vectors

Recomendaciones de calidad para productos de terapia

Calidad de Productos de

Agencia Europea

Pharmaceuticals (ICH M3(R2))

humanos y para la autorizacién de comercializacion de
productos farmacéuticos

Clinicos

and genefically modified somatic cells 1994 génica derivados por biotecnologia/tecnologia avanzada 'y Terapia Génica de Medicamentos
destinados para uso humano (EMA)
Administraciéon
. . Actualizacion de la guia de 1991 sobre preocupaciones . de Alimentos y
Guidance for Human Somatic Cell Therapy and Gene Therapy 1998 - - L Terapia Celular y Genética| Medicamentos de
regulatorias para terapias celulares y génicas .
los Estados Unidos
(FDA)
Guideline on development and manufacture of lentiviral vectors Descripcién de aspectos de calidad relevantes para los
(CHMP/BWP/2458/03) 2005 vectores lentivirales Desarrollo y Manufactura EMA
Non-clinical testing for inadvertent germline transmission of gene Orientacién sobre pruebas no clinicas para la transmisién
d J g 2006 |involuntaria a la linea germinal de vectores de transferencia Pruebas No Clinicas EMA
transfer vectors L.
—_— génica
Guideline on Human Cell-Based Medicinal Products 2006 Directrices para productos medicinales basados en células Celular Basado en EMA
humanas Humanos
Non-clinical studies required before first clinical use of gene Definicién de principios cientificos y orientacién para
9 — g 2008 estudios no clinicos requeridos antes del primer uso en Estudios No Clinicos EMA
therapy medicinal products -
sujetos humanos
Descripcién de aspectos especificos de farmacovigilancia,
Guideline on safety and efficacy follow-up and risk management planificacién de gestion de riesgos y seguimiento de Seguimiento de Seguridad
— 2008 . - : . ; EMA
of advanced therapy medicinal products. seguridad y eficacia de los medicamentos de terapia y Eficacia
avanzada autorizados
Guideline on Non-Clinical Safety Studies for the Conduct neclt:e);;er(i:::;is:cg: gaeiztllfjedall(i)zsa?:?ézegg rtl.criasg noc; illll’zli(é?)z en | Estudios de Seguridad No International Council
of Human Clinical Trials and Marketing Authorization for 2009 V' g for Harmonisation

(ICH)
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https://www.ema.europa.eu/en/documents/scientific-guideline/gene-therapy-product-quality-aspects-production-vectors-and-genetically-modified-somatic-cells_en.pdf
https://www.ema.europa.eu/en/documents/scientific-guideline/gene-therapy-product-quality-aspects-production-vectors-and-genetically-modified-somatic-cells_en.pdf
https://www.fda.gov/files/vaccines%2C%20blood%20%26%20biologics/published/Guidance-for-Industry--Guidance-for-Human-Somatic-Cell-Therapy-and-Gene-Therapy.pdf
https://www.ema.europa.eu/en/documents/scientific-guideline/guideline-development-and-manufacture-lentiviral-vectors_en.pdf
https://www.ema.europa.eu/en/documents/scientific-guideline/guideline-development-and-manufacture-lentiviral-vectors_en.pdf
https://www.ema.europa.eu/en/non-clinical-testing-inadvertent-germline-transmission-gene-transfer-vectors-scientific-guideline
https://www.ema.europa.eu/en/non-clinical-testing-inadvertent-germline-transmission-gene-transfer-vectors-scientific-guideline
https://www.ema.europa.eu/en/human-cell-based-medicinal-products-scientific-guideline
https://www.ema.europa.eu/en/documents/scientific-guideline/guideline-non-clinical-studies-required-first-clinical-use-gene-therapy-medicinal-products_en.pdf
https://www.ema.europa.eu/en/documents/scientific-guideline/guideline-non-clinical-studies-required-first-clinical-use-gene-therapy-medicinal-products_en.pdf
https://www.ema.europa.eu/en/guideline-safety-efficacy-follow-risk-management-advanced-therapy-medicinal-products-scientific-guideline
https://www.ema.europa.eu/en/guideline-safety-efficacy-follow-risk-management-advanced-therapy-medicinal-products-scientific-guideline
https://www.ema.europa.eu/en/documents/scientific-guideline/ich-guideline-m3r2-non-clinical-safety-studies-conduct-human-clinical-trials-and-marketing-authorisation-pharmaceuticals-step-5_en.pdf?utm_source=chatgpt.com
https://www.ema.europa.eu/en/documents/scientific-guideline/ich-guideline-m3r2-non-clinical-safety-studies-conduct-human-clinical-trials-and-marketing-authorisation-pharmaceuticals-step-5_en.pdf?utm_source=chatgpt.com
https://www.ema.europa.eu/en/documents/scientific-guideline/ich-guideline-m3r2-non-clinical-safety-studies-conduct-human-clinical-trials-and-marketing-authorisation-pharmaceuticals-step-5_en.pdf?utm_source=chatgpt.com

Follow-up of patients administered with gene therapy medicinal

Abordaje de aspectos especificos del seguimiento clinico

oducts 2009 | activo de pacientes tratados con productos medicinales de Seguimiento Clinico EMA
products terapia génica
Guideline for Follow-up of Pap?nts Administered with Gene 2009 Orientacién sobre seguimiento de pa‘C|enlte‘s administrados Seguimiento de Pacientes EMA
Therapy Medicinal Products con productos de terapia génica
Guideline on quality, non-clinical and clinical aspects of . . . . .
e ecombinans o vesoredvetnes EMAUCHWP) | 2010 | Pocemendadones sbre ol estudos o cliory | Catdad speostlo | gy
VWP/141697/2009) P Y
Potency Tests for Cellular and Gene Therapy Products. 2011 Recomgndaaones para el desarrqllo clle'pruebas de Pruebas de Potencia FDA
potencia para productos de terapia génicay celular
Risk-based approach according to Annex |, part IV of Directive Aplicacién de un enfoque basado en riesgos para la Enfoque Basado en
. ’ — 2013 autorizacion de comercializacién de medicamentos de . EMA
2001/83/EC applied to Advanced Therapy Medicinal Products. - Riesgos
terapia avanzada
Guideline on Risk-Based Approach According to Annex |, Part IV Enfoque basado en riesgos para medicamentos de terapia
of Directive 2001/83/EC Apg‘!:)ejutcifdvanced Therapy Medicinal | 2013 avanzada seg(n la Directiva 2001/83/EC Riesgo de ATMP EMA
Preclinical Assessment of Investigational Cellular and Gene 2013 RecomendaC|one§ pa['a‘la evaluacién precllnlpa dg Evaluacion Preclinica FDA
Therapy Products. productos de terapia génica y celular en investigacion
Recomendaciones para la presentacion de solicitudes de
Recommendations for Microbial Vectors Used for Gene Therapy 2016 nuevos farmacos en investigacion (INDs) para vectores Vectores Microbianos FDA
microbianos en ensayos clinicos de fase temprana
Guideline on Potency Testing of Cell-Based Immunotherapy Directrices sobre pruebas de potencia de productos de Pruebas de Potencia de
= 2016 . - - 3 - EMA
Medicinal Products for the Treatment of Cancer inmunoterapia celular para el tratamiento del cancer Inmunoterapia
Guideline on Quality, Non-Clinical and Clinical Aspects of Gene 2018 Orientacion sobre calidad, aspectos no clinicos y clinicos de Calidad de Terapia Génica EMA

Therapy Medlicinal Products

productos de terapia génica
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https://www.ema.europa.eu/en/documents/scientific-guideline/guideline-follow-patients-administered-gene-therapy-medicinal-products_en.pdf
https://www.ema.europa.eu/en/documents/scientific-guideline/guideline-follow-patients-administered-gene-therapy-medicinal-products_en.pdf
https://www.ema.europa.eu/en/documents/scientific-guideline/guideline-follow-patients-administered-gene-therapy-medicinal-products_en.pdf
https://www.ema.europa.eu/en/documents/scientific-guideline/guideline-follow-patients-administered-gene-therapy-medicinal-products_en.pdf
http://www.ema.europa.eu/en/quality-non-clinical-clinical-aspects-live-recombinant-viral-vectored-vaccines-scientific-guideline
http://www.ema.europa.eu/en/quality-non-clinical-clinical-aspects-live-recombinant-viral-vectored-vaccines-scientific-guideline
http://www.ema.europa.eu/en/quality-non-clinical-clinical-aspects-live-recombinant-viral-vectored-vaccines-scientific-guideline
https://www.fda.gov/files/vaccines%2C%20blood%20%26%20biologics/published/Final-Guidance-for-Industry--Potency-Tests-for-Cellular-and-Gene-Therapy-Products.pdf
https://www.ema.europa.eu/en/documents/scientific-guideline/guideline-risk-based-approach-according-annex-i-part-iv-directive-200183ec-applied-advanced-therapy-medicinal-products_en.pdf
https://www.ema.europa.eu/en/documents/scientific-guideline/guideline-risk-based-approach-according-annex-i-part-iv-directive-200183ec-applied-advanced-therapy-medicinal-products_en.pdf
https://www.ema.europa.eu/en/documents/scientific-guideline/guideline-risk-based-approach-according-annex-i-part-iv-directive-200183ec-applied-advanced-therapy-medicinal-products_en.pdf
https://www.ema.europa.eu/en/documents/scientific-guideline/guideline-risk-based-approach-according-annex-i-part-iv-directive-200183ec-applied-advanced-therapy-medicinal-products_en.pdf
https://www.ema.europa.eu/en/documents/scientific-guideline/guideline-risk-based-approach-according-annex-i-part-iv-directive-200183ec-applied-advanced-therapy-medicinal-products_en.pdf
https://www.fda.gov/media/87564/download
https://www.fda.gov/media/87564/download
https://www.fda.gov/files/vaccines%2C%20blood%20%26%20biologics/published/Recommendations-for-Microbial-Vectors-Used-for-Gene-Therapy--Guidance-for-Industry.pdf
https://www.ema.europa.eu/en/documents/scientific-guideline/guideline-potency-testing-cell-based-immunotherapy-medicinal-products-treatment-cancer-revision-1_en.pdf
https://www.ema.europa.eu/en/documents/scientific-guideline/guideline-potency-testing-cell-based-immunotherapy-medicinal-products-treatment-cancer-revision-1_en.pdf
https://www.ema.europa.eu/en/documents/scientific-guideline/guideline-quality-non-clinical-and-clinical-aspects-gene-therapy-medicinal-products_en.pdf?utm_source=chatgpt.com
https://www.ema.europa.eu/en/documents/scientific-guideline/guideline-quality-non-clinical-and-clinical-aspects-gene-therapy-medicinal-products_en.pdf?utm_source=chatgpt.com

Quality, preclinical and clinical aspects of gene therapy medicinal

Directrices para el desarrollo y evaluacion de productos de

2018 A Terapia Genética EMA
products terapia génica
Administracion
Nacional de
Disposicién ANMAT 179/2018 2018 Regulauo'n de productqs medmma{es de teraplaj avanzada, Terapias Avanzadas Me(ﬁcamentos,
incluyendo calidad, seguridad y eficacia Alimentos y
Tecnologia Médica
(ANMAT)

‘Guide'line‘on quality, non-cliical and ;Ifnical requirement.s f or Requisitos de datos para ensayos clinicos con productos de| Investigacion en Terapia

investigational advanced therapy medicinal products in clinical 2019 - d d EMA
trials terapia avanzada avanzada
Chemistry, Manufacturing, and Control (CMC) Information for
Human Gene Therapy Investigational New Drug Applications 2020 Informacion sobre CMC para productos de terapia génica CMC para INDs FDA
(INDs)
Long Term Follow-up After Administration of Human Gene 2020 Disefo de estudios de seguimiento a Iargo’plazo para datos Seguimiento a Largo Plazo EDA
Therapy Products sobre eventos adversos tardios
Testing of Retroviral Vector-Based Human Gene Therapy Products Vigilancia para excluir la presencia de retrovirus
for Replication Competent Retrovirus During Product Manufacture| 2020 competentes para la replicacidon en productos de terapia Pruebas de Retrovirus FDA
and Patient Follow-up génica
ICH Q5A(R2) - Viral Safety Evaluation of Biotechnology Products Evaluacion de seguridad viral de productos biotecnolégicos Seguridad Viral en
> - - T 2023 . . - . . ICH
Derived from Cell Lines of Human or Animal Origin derivados de lineas celulares humanas o animales Biotecnologia

Guideline on the Quality, Safety, and Efficacy of Gene Therapy 2023 Consideraciones no clinicas sobre la biodistribucién de | Biodistribucion en Terapia ICH

Medicinal Products (ICH S12)

productos de terapia génica

Génica

Revista Cientifica ANMAT - (ISSN: 2796-7646) - Vol 7. 2026 - https: //doi.org/10.62035/rca.7.88



https://doi.org/10.62035/rca.7.88
https://www.ema.europa.eu/en/quality-preclinical-clinical-aspects-gene-therapy-medicinal-products-scientific-guideline
https://www.ema.europa.eu/en/quality-preclinical-clinical-aspects-gene-therapy-medicinal-products-scientific-guideline
https://www.argentina.gob.ar/normativa/nacional/disposici%C3%B3n-179-2018-314546/texto?utm_source=chatgpt.com
https://www.ema.europa.eu/en/documents/scientific-guideline/guideline-quality-non-clinical-clinical-requirements-investigational-advanced-therapy-medicinal-products-clinical-trials_en.pdf
https://www.ema.europa.eu/en/documents/scientific-guideline/guideline-quality-non-clinical-clinical-requirements-investigational-advanced-therapy-medicinal-products-clinical-trials_en.pdf
https://www.ema.europa.eu/en/documents/scientific-guideline/guideline-quality-non-clinical-clinical-requirements-investigational-advanced-therapy-medicinal-products-clinical-trials_en.pdf
https://www.fda.gov/media/113760/download?utm_source=chatgpt.com
https://www.fda.gov/media/113760/download?utm_source=chatgpt.com
https://www.fda.gov/media/113760/download?utm_source=chatgpt.com
https://www.fda.gov/files/vaccines%2C%20blood%20%26%20biologics/published/Long-Term-Follow-Up-After-Admin-Human-GT-Products_Jan_2020.pdf
https://www.fda.gov/files/vaccines%2C%20blood%20%26%20biologics/published/Long-Term-Follow-Up-After-Admin-Human-GT-Products_Jan_2020.pdf
https://www.fda.gov/media/113790/download?utm_source=chatgpt.com
https://www.fda.gov/media/113790/download?utm_source=chatgpt.com
https://www.fda.gov/media/113790/download?utm_source=chatgpt.com
https://database.ich.org/sites/default/files/ICH_Q5A%28R2%29_Guideline_2023_1101.pdf
https://database.ich.org/sites/default/files/ICH_Q5A%28R2%29_Guideline_2023_1101.pdf
https://www.fda.gov/media/167605/download
https://www.fda.gov/media/167605/download

Seccidn de terapia génica en la Farmacopea Europea

European Pharmacopoeia - Gene Therapy Section 2023 (Ph. Eur.) Terapia Genética Ph. Eur.
Points to Consider in the Development of in vivo Gene Therapy Puntos clave para el desarrollo y evaluacion de productos Desarrollo de Terapia Pharmaceuticals
Products with Target Specificity - Including in vivo CAR-T 2024 Jave para v aep . - P and Medical Devices
de terapia génica, incluyendo calidad, seguridad y eficacia Génica
Development Agency (PMDA)
Considerations for the Development of Chimeric Antigen Receptor Puntos a cor)sidera.\r en elhdesarrollo de. . .
- 2024 productos de terapia génica in vivo con especificidad Terapias CAR-T FDA
(CAR) T-Cell Therapies .
de diana
Guideline on quality, non-clinical and clinical requirements for Requerimientos clinicos y no clinicos para la investigacion
investigational advanced therapy medicinal products in clinical 2024 de medicamentos de terapia avanzada en ensayos clinicos Riesgo de ATMP EMA

trials

(EMA/CAT/852292/2017)

Revista Cientifica ANMAT - (ISSN: 2796-7646) - Vol 7. 2026 - https: //doi.org/10.62035/rca.7.88



https://doi.org/10.62035/rca.7.88
https://www.edqm.eu/en/w/new-european-pharmacopoeia-commission-approach-to-gene-therapy-1
https://www.fda.gov/media/156896/download
https://www.fda.gov/media/156896/download
https://www.ema.europa.eu/en/documents/scientific-guideline/guideline-quality-non-clinical-clinical-requirements-investigational-advanced-therapy-medicinal-products-clinical-trials_en.pdf
https://www.ema.europa.eu/en/documents/scientific-guideline/guideline-quality-non-clinical-clinical-requirements-investigational-advanced-therapy-medicinal-products-clinical-trials_en.pdf
https://www.ema.europa.eu/en/documents/scientific-guideline/guideline-quality-non-clinical-clinical-requirements-investigational-advanced-therapy-medicinal-products-clinical-trials_en.pdf

TABLA S2: PRODUCTOS DE TERAPIA GENICA APROBADOS. CARACTERIZACION VECTORIAL Y APLICACIONES CLINICAS (2012-2024).

Nombre Afo de . . .. Tipo de modificacion . . . Entidades
. .. Tipo de vector Mecanismo de accién o Indicacidon de uso Tipo de aplicacion .
comercial aprobacion genética regulatorias
Glvbera 2012 Adenoasociado Lipoproteina lipasa Insercién de gen Deficiencia en la Invivo EMA
Y (LPL S447X) funcional lipoproteina
. Virus del Herpes simple | GM-CSF, delecién de ICP47 .. .
Imlygic 2015 tipo 1 e ICP34.5 Delecién de genes Melanoma In vivo FDA, EMA, PMDA
Inmunodeficiencia
Adenosina desaminasa Insercién de gen Combinada Severa causada
Strimvelis 2016 Retrovirus . por una deficiencia en Ex vivo (CD34+ cell) EMA
(ADA) funcional - .
la enzima Adenosina
Desaminasa
Kymriah 2018 Lentivirus CD19 CAR Insercion de CAR | Leucemia linfoblastica Exvivo (Tcell | FDA, EMA, PMDA
sintético aguda de células B
Yescarta 2018 Retrovirus CD19 CAR Insercion de CAR Linfoma de células B Exvivo (Tcell | FDA, EMA, PMDA
sintético grandes
Luxturna 2018 Adenoasociado RPE65 Insercmp de gen Distrofia retiniana In vivo FDA, EMA, MDA,
funcional ANMAT
Zynteglo 2019 Lentivirus BA-T87Q-globina Insercion de gen | B-talasemia dependiente | o ;0 (cnsay cell EMA
ynteg funcional de transfusiones
Zolgensma 2020 Adencasociado SMN1 Insercion de gen | Atrofia muscular espinal In vivo FDA, EMA, PMDA
funcional pediatrica
Tecartus 2020 Retrovirus CD19 CAR Insercion de CAR | Linfoma de células del Exvivo(Tcel) | FDA, EMA, PMDA
sintético manto
Libmeldy 2020 Lentivirus Gen ARSA Insercion de gen Leucodistrofia Ex vivo (CD34+ cell) EMA
funcional metacromatica
. . Oncolitico (replicacién
Teserpaturev 2021 Virus del Herpes simple selectiva + - Glioma maligno In vivo PMDA
(o Delytact) tipo 1 . . .,
inmunoestimulacion)
Skysona 2021 Lentivirus Gen ABCD1 Insercion de gen Adrenoleucodistrofia |, i (cD34+ cell) EMA
funcional cerebral
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Insercién de CAR

Abecma 2021 Lentivirus BCMA CAR sintético Mieloma multiple Ex vivo (T cell) FDA, EMA, PMDA
Breyanzi 2022 Lentivirus CD19 CAR Insercion de CAR Linfoma de células B Ex vivo (T cell) FDA
sintético grandes, linfoma folicular
Carvykti 2022 Lentivirus BCMA CAR '”Sers‘?:gg t‘ijfoCAR Mieloma mltiple Ex vivo (T cell) FDA, PMDA
Upstaza 2022 Adenoasociado AADC gene Insefrjrl]oc?oiglgen Deficiencia de AADC In vivo EMA
Roctavian 2022 Adenoasociado Gen de factor VIII Insefrlj:r:c;?oiglgen Hemofilia A In vivo FDA, EMA
Adstiladrin 2022 Adenovirus IFNa2b Exprespn de Cancer de vejiga In vivo FDA
citoquinas
Hemgenix 2023 Adenoasociado Factor IX Inse}rucrllcériwoiglgen Hemofilia B In vivo FDA, EMA, PMDA
Vyijuvek 2023 Virus del Herpes simple COL7A1 Inseraop de gen Eplderm9I|5|§ ampollosa Invivo FDA
tipo 1 funcional distréfica
Elevidys 2023 Adenoasociado DMD Inseraop de gen Distrofia muscular de In vivo FDA
funcional Duchenne
LyfGenia 2023 Lentiviral Inserta una copia fL!nC|onaI Insercmp de gen |Anemia faIC|formfe con crisis Ex vivo FDA
del gen B-globina funcional vasooclusivas
Bequez 2024 Adenoasociado Introduce el gen del factor Inseruop de gen Hemofilia B moderada a Invivo FDA
IX funcional severa
Expresa la enzima AADC Insercién de gen
Kebilidi 2024 Adenoasociado en neuronas para producir & Deficiencia de AADC In vivo FDA

dopamina

funcional
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TABLA S3: FACTORES DE RIESGO Y ESTRATEGIAS DE CONTROL EN TERAPIA GENICA SEGUN ARMONIZACION REGULATORIA INTERNACIONAL.

Factor de riesgo

Mecanismo de riesgo

Estrategia de mitigacion/control

Observaciones

Entidades
regulatorias/
Armonizacién

Actividad Bioldgica

Potencial
sobreexpresién de
proteinas terapéuticas

Uso de elementos reguladores para modular expresién. Estudios
farmacocinéticos convencionales, que incluyan como minimo la
determinacion de la concentracion plasmatica y la vida media,
para la proteina terapéutica

Puede ser necesario evaluar la farmacocinética
también para otros genes del vector expresados in
vivo.

Se debe investigar una correlaciéon entre los niveles
y duracién de la expresion y la eficacia/seguridad
clinica.

Para los productos de expresion génica, como
enzimas o profarmacos, se deben tener en cuenta
las diferencias en su cinética y eliminacién en
funcion del polimorfismo genético

EMA, FDA, PMDA,
ICH, Ph. Eur.

Competencia
Replicativa

Posible recombinacion
y generacion de virus
replicativos

Eliminacién de secuencias de replicacion en disefio vectorial y
uso de lineas celulares que no permitan recombinacion viral. Se
debe incluir una prueba para detectar virus competentes para la

replicacion

EMA, FDA, PMDA,
ICH, Ph. Eur.

Inmunogenicidad

Respuesta inmune a
proteinas de la capside
y activacion del
sistema inmune

Optimizacién de la capside para reducir inmunogenicidad;
evaluacion celular y humoral de respuesta inmune y del
producto transgénico

Evaluacion de requerimiento de inmunosupresion
de pacientes. Los resultados deben ser analizados y
correlacionados con el tiempo de tratamiento para

asi evaluar seguridad y eficacia

EMA, FDA, PMDA,
ICH, Ph. Eur.

Mutagénesis
Insercional

Insercién no dirigida
por el método en el
genoma del huésped
con riesgo de
disrupcion genética

Disefio de vectores con secuencias de control de integracion;
andlisis de integracién mediante secuenciacién genémica. El
potencial de integracion del casete de expresion del transgén en
el genoma del huésped debe investigarse y analizarse hasta en
los casos en que no se pretende la integracion y es inherente al
método de expresion

La obligatoriedad de estudios de genotoxicidad de
los GTMP con capacidad de integracién del ADN
del huésped dependera de la forma en que se
administrara el producto final (local o sistémica), a
qué tejido/érgano se dirigirad el ATMP y del estado
bioldgico de las células a las que se dirigira

EMA, FDA, PMDA,
ICH, Ph. Eur.

Neurotoxicidad

Posibles efectos
adversos en células
del sistema nervioso

Modificacién del vector para evitar neurotoxicidad; evaluacion
en cultivos neuronales y modelos animales que emulen
condiciones de administracion y tratamiento con GTMP

EMA, FDA, PMDA,
ICH, Ph. Eur.

Persistenciay
Biodistribucién

Acumulacién en
tejidos no diana,
posible shedding

Uso de promotores especificos para controlar expresion;
estudios de biodistribucion y shedding en modelos animales
y en condiciones en que se emule el tratamiento (ruta de
administracion, frecuencia y duracion de estimulo)

Puede ser evaluada la via de administracion que
maximice la exposicién sistémica

EMA, FDA, PMDA,
ICH, Ph. Eur.
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Presencia de
Particulas Inactivas

Reduccion en la
eficacia terapéutica
debido a una

proporcién elevada de

particulas virales no
funcionales o vacias

Optimizaciéon del proceso de produccion para maximizar
particulas infectivas; uso de cromatografia de exclusién
molecular (SEC), ultracentrifugacion y microscopia electrénica
para cuantificacién de particulas completas e incompletas

Es importante caracterizar la proporcion de
particulas funcionales frente a no funcionales en
cada lote de produccién para garantizar la eficacia
del producto final. Los métodos analiticos deben
ser validados y comparados con estandares de
referencia

EMA, FDA, PMDA,
ICH, Ph. Eur.

Purezay
Concentracién

Contaminacién por

fragmentos de ADN

y carga bioldgica en
particulas virales

Purificacion con cromatografia de exclusiéon molecular;
cuantificaciéon de ADN residual mediante gPCR

Minimizacion de la presencia de contaminaciones
relacionadas al producto o al proceso en el
medicamento de terapia avanzada

EMA, FDA, PMDA,
ICH, Ph. Eur.

Toxicidad Celular

Efectos adversos
en células diana 'y
tejidos circundantes
por expresion
descontrolada del
transgén

Optimizacién de la dosis de vector y uso de promotores
regulados. La toxicidad debe evaluarse para todo el GTMPy
para el producto o productos transgénicos a fin de determinar
las consecuencias no deseadas de la distribucién y persistencia
del vector, su infeccidon/transduccion/transfeccion, la expresion
y actividad biolégica del gen o genes terapéuticos y los genes
del vector

Para los estudios de toxicologia se deben elegir
niveles de dosis, vias y métodos de administracion
apropiados para representar el uso clinico con
margenes de seguridad adecuados. Evaluacion de
viabilidad celular

EMA, FDA, PMDA,
ICH, Ph. Eur.
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TABLA S4: PUNTOS DE CONTROL CRITICOS EN LA PRODUCCION DE VECTORES DE TERAPIA GENICA.

Punto de control

Control de Endotoxinas

Asegurar que no haya contaminacion
bacteriana en el producto mediante la
deteccion y eliminacion de endotoxinas

Ensayos/técnica analitica

Ensayo de endotoxinas,

gPCR

Cada lote de produccion

Frecuencia de monitoreo

<0.5 EU/mL de endotoxinas en

Criterio de aceptacion

cada lote de vector

Eliminacién de virus no

Entidades

EMA, Ph. Eur.

Control de Impurezas
Virales y Celulares

Eliminar restos de ADN, ARN o proteinas
residuales virales que puedan afectar la
seguridad o eficacia del producto final

NAT (Analisis de Acidos

Nucleicos), ensayo de C

proteinas virales

ada lote de produccion

deseados, control de purezay

concentraciéon

EMA, FDA

Deteccién de Virus
Replicantes

Detectar y asegurar la ausencia de particulas
virales capaces de replicarse, minimizando
riesgos de infeccion

Ensayos de RCV: Cultivo

ensayos de amplificacion,
PCR, ensayos de infectividad

celular prolongado,

Multiples fases del
proceso de produccién

Ausencia total de particulas
virales replicantes

Ausencia de mutaciones

PMDA, ICH

Genotoxicidad

Evaluar si el vector o el transgén inducen
mutaciones genéticas que puedan generar
efectos adversos

NGS, gPCR

Evaluacion preclinicay en

lotes de produccién

genomicas significativas y
eventos de integracién no
deseados

Integracién estable en células

FDA, EMA

Integracién en el genoma

Confirmar que la integracion del vector en el
genoma del huésped es estable y no induce
activacion de oncogenes

NGS, gPCR, andlisis de
expresion génica

Cada lote de produccién

diana sin activacién de
oncogenes

EMA

Integridad Genémica

Verificar que el ADN del vector no haya
sufrido mutaciones o reordenamientos no
deseados

NGS, gPCR, andlisis de
expresion génica

Cada lote de produccion

Secuencia genética intacta y sin
mutaciones

EMA

Neurotoxicidad

Prevenir efectos adversos del vector en
el sistema nervioso mediante estudios
especificos en modelos neuronales

Ensayo de neurotoxicidad

Antes de cada fase de
estudio clinico

Control de efectos adversos en
el sistema nervioso

EMA

Potencia y actividad
bioldgica

Evaluar que el vector mantiene su actividad
biolégica esperada para asegurar su eficacia
terapéutica

Ensayo de potenciay
actividad

Cada lote de produccién

Validaciéon de bioactividad del
vector

Los limites de impurezas deben

EMA, FDA

Pureza de capsides
virales

Garantizar que las capsides virales del vector
no contengan impurezas que puedan afectar

la seguridad del producto

ELISA para proteinas virales

Cada validacién de
proceso

justificarse en relacién con la
seguridad clinica y la eficacia

FDA, EMA, ICH
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Identificar posibles efectos tdxicos del

Antes de cada fase de

Evaluacion de efectos en células

Toxicidad Celular vector o transgep en células diana vy tejidos Ensayo de toxicidad estudio clinico de administracién directa FDA, EMA
circundantes
Determinar si la terapia génica tiene Ensayos de proliferacion Evaluaciones preclinicas No induccion de formacién
Tumorigenicidad potencial de inducir tumores en el huésped celular, estudios de en modelos celularesy | tumoral en modelos animales y FDA, EMA

debido a su integracion o expresion

integracion del vector

animales

estudios in vitro
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TABLA S5: TECNICAS ANALITICAS PARA CARACTERIZACION Y CONTROL DE CALIDAD DE VECTORES DE TERAPIA GENICA.

Técnica analitica

Propésito principal

Fundamento

Etapa del proceso

Condiciones de prueba

Entidades

Cromatografia Separacién y cuantificacién Deteccién de particulas .. L. o
2, , ! . . ., Condiciones térmicas a 4°Cy
de exclusion de de particulas completas e llenas y vacias mediante Purificacién del vector 37°C Ph. Eur.
tamarfio (SEC) incompletas fraccionamiento por tamano
ELISA Cuantificacion de capsides | Deteccidon y cuantificacién de | Produccién y monitoreo del | Cultivo en células permisivas por EMA, ICH,
virales proteinas estructurales virales vector 30 dias, analisis a 4°Cy 37°C Ph. Eur.
., . Uso de antigeno de referencia,
. ., , Deteccion mediante . . .
. , . Cuantificacion de proteinas . . Control de calidad y deteccion con anticuerpos
ELISA tipo sandwich - . ! anticuerpos policlonales . - . - . Ph. Eur.
residuales de células huésped ; liberacion del producto en microplacas, incubacion a
especificos
temperatura controlada
. . . . e, Cultivo en lineas celulares
. En.sayo de” Locallzac_lpn y perglsten0|a en Monltorleo de dISt'I’IbUCIOI’l en Estudios preclinicos HEK293T durante 14 dias, EMA, ICH,
Biodistribucion tejidos no diana érganos diana . Ph. Eur.
Ensayo en modelos animales
. Ensayo en condiciones
Ensayo de Ensayo de Endotoxinas (LAL./ . . Control de calidad y controladas de purificacion,
. rFC) para asegurar la ausencia Medicion de endotoxinas . . . A EMA, ICH
Endotoxinas - ; liberacion del producto Ensayo en condiciones de 37°C
de endotoxinas bacterianas
y humedad controlada
Determinacién de Ia Cultivo en células CD34+
Ensayo de . . Comparacion de particulas Evaluacién de eficacia del durante 21 dias, analisis en EMA, ICH,
- proporcién infectiva frente a - . . .
Infectividad . . funcionales frente a inactivas vector cultivos celulares y modelos Ph. Eur.
no infectiva .
animales
Ensayo de Evaluacién de respuestas Evaluacién de citoquinas . L. Ensayo en condiciones de 37°C |FDA, PMDA, ICH,
. . . . Estudios preclinicos
Inmunotoxicidad inmunes adversas proinflamatorias y humedad controlada EMA
Ensayo de _ Evaluar seguridad dela |~ Mapeo de sitios de . iy Cultivo en células CD34+ EMA, ICH,
Integracién integracion del vector en el integracion mediante NGS y Estudios preclinicos .
. . durante 21 dias Ph. Eur.
Vectorial genoma huésped PCR
Ensayo de Evaluacién de neurotoxicidad Pruebas en neuronas . - Ensayo en células neuronales EMA, ICH,
.. , . . . . Estudios preclinicos .
Neurotoxicidad | en células del sistema nervioso diferenciadas especializadas Ph. Eur.
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Ensayo de Potencia
y Actividad
Bioldgica

Evaluacién de bioactividad del
vector

Ensayos de transduccién en
células diana

Evaluacién de potencia 'y
funcionalidad

Ensayo en condiciones
controladas de purificacion,
comparacion de actividad en
células modificadas

EMA, ICH

Ensayo de Proteina
Viral

Deteccion de proteinas del
virus

Cuantificacion de proteinas
estructurales

Control de calidad y
liberacion del producto

Evaluacién en distintas
temperaturas (4°Cy 37°C) y
condiciones de almacenamiento

FDA, EMA, ICH

Ensayo de
Replicacion
Competente (RCR)

Deteccidn de replicacion en
células

Ensayos de cultivo
prolongado en células
susceptibles

Control de calidad y
liberacion del producto

Evaluacién en distintas
temperaturas y condiciones de
almacenamiento

FDA, Ph. Eur.

Ensayo de Toxicidad
Celular (MTT/XTT)

Evaluacién de viabilidad y
toxicidad celular

Comparacion de células
tratadas vs. controles
negativos

Estudios preclinicos

Cultivo en células humanas
primarias por 48 horas

EMA, PMDA, ICH

Ensayo
Microbiolégico

Deteccién de contaminacién
microbiolodgica en
preparaciones celulares

Cultivo en medios selectivos
para la deteccién de bacterias
y hongos

Deteccién de agentes
contaminantes

Incubacién en medios
especificos, monitoreo del
crecimiento microbiano

Ph. Eur.

Microscopia
electrénica

Anélisis morfoldgico de
particulas virales y deteccién
de agregados

Visualizacion directa de
particulas virales y evaluacion
de su morfologia

Control de calidad y
caracterizacion del vector

Condiciones de fijaciény
contraste especificos

Ph. Eur.

Next Generation
Sequencing (NGS)

Verificacion de integridad
genética

Comparacion con referencia
de secuencia mediante
analisis bioinformatico

Caracterizacion genéticay
estructura

Andlisis a 4°C y 37°C, Cultivo en
células diana durante 10-14 dias

EMA, ICH

PCR cuantitativa
(RT-gPCR)

Evaluacién de expresion del
transgén y monitoreo de
integridad del vector

Medicion de transcripciéon
del transgén mediante
amplificacién especifica

Control de calidad y
caracterizacion del vector

Cultivo en células diana durante
48 horas

Ph. Eur.

gPCR (Real-Time
Quantitative PCR)

Cuantificaciony
caracterizacion de ADN de

células huésped

Amplificacién de secuencias
de ADN especificas mediante
PCR en tiempo real

Control de calidad y
caracterizacion del vector

Extraccién de ADN,
amplificacién en termociclador,
andlisis de curvas de

amplificaciéon

Ph. Eur., EMA
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Técnicas de Deteccion de secuencias Extracciéon de acidos nucleicos,

Amplificacion de | virales o bacterianas mediante Amplificacion por PCR o Control de calidad y amplificacion, deteccién
<. . . s, .. ! s . R . Ph. Eur.
Acidos Nucleicos amplificacién de acidos métodos isdtermicos caracterizacion del vector en gel o mediante sondas

(NAT) nucleicos fluorescentes

Evaluacién de integridad
Ultracentrifugacion | estructural y cuantificacion de
particulas virales

Ultracentrifugacion en gradiente
Purificacién del vector de densidad en condiciones Ph. Eur.
controladas

Separacion basada en
gradientes de densidad
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