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Resumen

La planta de produccion del INEVH, fabrica
la vacuna a virus vivo atenuado Candid#1
que previene la fiebre hemorragica argen-
tina (FHA), cuyo sustrato para la replicacion
viral es la linea celular Fetal Rhesus Lung - 2
(FRhL-2) de Macaca mulatta.

Las lineas celulares utilizadas en investiga-
cion, desarrollo y produccion requieren con-
troles de calidad peridédicos ya que al ser mo-
delos vivos pueden sufrir cambios a lo largo
del tiempo.

El objetivo del presente trabajo fue realizar la
puesta a punto y su posterior validacion del
ensayo de identificacion de la linea celular
FRhL-2 por técnicas de biologia molecular,
utilizando células certificadas inicialmente
en su identidad mediante técnicas de cario-
logia y/o isoenzimas.

El método por biologia molecular seleccio-
nado, utiliza la técnica de PCR monoplex con
oligonucledtidos especie — especificos para
amplificar los segmentos del gen mitocon-
drial que codifica parala subunidad | de la en-
zima Citocromo C Oxidasa (COI) y asiobtener
por electroforesis en gel de agarosa las ban-
das caracteristicas de referencia de 287pb
segun Cooper y col. (2007).

Serealizaron 3 ensayos de amplificacion por
PCR de los segmentos del gen mitocondrial
(COIl). Tanto en el ensayo 1 de puesta a punto

como en el ensayo 2, se obtuvieron bandas
de 28 /pb correspondientes a FRhL-2 (Maca-
ca mulatta), confirmado por secuenciacion
de dichos segmentos.

En el Ensayo 3, realizado para distintos lotes
delalinea celular FRhL-2,se observo labanda
de 28 7pb caracteristica de la especie celular
FRhL-2 en todos los casos y diferenciandose
de las células de raton Mus musculus utiliza-
das como control, cuya banda caracteristica
es de 150pb segun Cooper y col. (2007).

El presente método de identificacion por bio-
logia molecular se considerd validado y apto
para la verificacion de especie de la linea ce-
lular FRhL-2 (Macaca mulatta).

Palabras clave: Autenticacion, Macaca mula-
tta.

Introduccion

Las lineas celulares utilizadas en investiga-
cion, desarrollo y produccion requieren con-
troles de calidad periédicos ya que al ser mo-
delos vivos pueden sufrir cambios a lo largo
del tiempo.

En el proceso de aseguramiento de la calidad
de lineas celulares hay varios aspectos que
deben ser considerados como: evaluacion
de las caracteristicas de crecimiento, condi-
ciones optimas de cultivo y morfologia; de-
teccidon de contaminaciones, ya sean éstas
fisicas, quimicas y biologicas; autenticacion

Fotografia 1. Resultado Electroforesis

Ensayo 1l

Lote linea celular DBS-FRhL-2 (Macaca mulatta): 15C
Primers: MMulF CCCACCCAGTTCAACTAAGC
MMulR AATGGTGAAGGATGGGTCG
Fragmento amplificado: 287pb
Primers: MMusF ATTACAGCCGTACTGCTCCTAT
MMusR CCCAAAGAATCAGAACAGATGC
Fragmento amplificado: 150 pb

y caracterizacion de cada linea celular y ela-
boracion de las hojas de certificacion con los
resultados obtenidos.

Los bancos de células deben auten-
ticarse mediante un metodo de iden-
tificacion aprobado por la autoridad

regulatoria nacional cuando son utili-
zados para la produccion de biologi-
cos de uso en humanos.

La utilizacion de modelos celulares mal iden-
tificados o contaminados anula los resulta-
dos obtenidos en cualquier procedimiento
debido a que la linea celular deja de ser un
modelo de estudio valido. Existen mdaltiples
antecedentes de investigaciones invalida-
das, para las cuales la pérdida de recursos
como tiempo y dinero podria haberse evita-
do asegurando por los métodos adecuados
la idoneidad del material de trabajo.

Siempre que sea posible, se deben utilizar
meétodos de prueba de identidad que pro-
porcionen una identificacion especifica de la
linea celular, a fin de confirmar que no se ha
producido ningln cambio o contaminacion
cruzada importante de los cultivos durante el
establecimiento delbanco vy |la produccion de
células.

Historicamente se han utilizado diversas téc-
nicas complementarias para la identificacion
de especies, entre ellas el perfil de isoenzi-
mas Yy el analisis cromosdmico.

El perfil de isoenzimas para verificacion de
especies presenta algunas limitaciones, es
un méetodo de baja sensibilidad, por lo cual
los posibles contaminantes deben estar en
una concentracion elevada para ser detecta-
dos; no permite asegurar identidad del indi-
viduo ya que la deteccion de contaminacion
intraespecie presenta dificultades técnicas
y ademas no se encuentra adecuadamente
desarrollado para todas las especies.

Por otro lado, la cariologia es una técnica es-
pecializada, que requiere recursos altamente
formados para su correcta realizacion.

Las caracteristicas fenotipicas de la linea ce-
lular, morfologia y expresion génica, pueden
utilizarse como métodos complementarios
bajo ciertas circunstancias, pero al ser fuer-
temente influenciados por el medio de culti-
vo no son suficientes para asegurar la iden-
tidad.

|.a gendmica aplicada en estudios taxonomi-
cos utiliza la diversidad de las secuencias de
ADN para identificar organismos.

La utilizacion del gen mitocondrial Citocromo




Fotografia 2. Resultado Electroforesis

Ensayo 2

Lote linea celular DBS-FRhL-2 (Mococe mulotto): 15C
Primers: MMulF CCCACCCAGTTCAACTAAGC

MMulR AATGGTGAAGGATGGGTCG
Fragmento amplificado: 287pb

MMusF ATTACAGCCGTACTGCTCCTAT

MMusR CCCAAAGAATCAGAACAGATGC
Fragmento amplificado: 150 pb

C Oxidasa | (COl) como procedimiento ruti-
nario de identificacion de especies se cita en
las normas internacionales ANSI ASN 0003
(DNA barcodes).

La planta de produccién del INEVH, fabrica
la vacuna a virus vivo atenuado Candid#1
que previene la fiebre hemorragica argentina
(FHA), cuyo sustrato celular para la replica-
cionviral eslalinea celular Fetal Rhesus Lung
- 2 (FRhL-2) proveniente de fibroblastos de
pulmén fetal de mono Rhesus (Macaca mu-
latta). El INEVH emplea un sistema de ban-
cos de dos niveles, Semilla Maestray Semilla
de Trabajo, tanto para los cultivos celulares

como para las semillas virales utilizadas para
la produccion, siguiendo los requisitos y li-
neamientos de la Administracion de Alimen-
tos y Medicamentos de los Estados Unidos
(FDA) vy la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) entre otros.

El interés del estudio estuvo centrado en la
puesta a punto y posterior validacion del en-
sayo de identificacion por técnicas de biolo-
gia molecular de las lineas celulares que se
encuentran en el INEVH, particularmente la
linea celular utilizada como sustrato para la
fabricacion de la vacuna Candid #1, FRhL-2

(Macaca Mulatta) certificadas inicialmente

Fotografia 3. Resultado Electroforesis

Ensayo 3
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en su identidad mediante técnicas de cario-
logia e isoenzimas.

Materiales y Métodos

Para las pruebas de PCR se procesaron va-
rios lotes de células FRhL-2 (Macaca mulat-
ta):

* Lote # 2 - Fecha elaboracion 1998
* Lote # 8 - Fecha elaboracion 2013
* Lote # 13C - Fecha elaboracion 2015
* Lote # 14C - Fecha elaboracion 2016
» Lote # 15C - Fecha elaboracion 2016
* Lote # 17C - Fecha elaboracion 2017

y lalinea celular de fibroblastos de ratén Mus
musculus (L-929) como control, certificados
e identificados previamente por cariologia
y/oisoenzimas.

El método por biologia molecular utiliza la
técnica de PCR monoplex con oligonucledoti-
dos especie - especificos para amplificar los
segmentos del gen mitocondrial que codifica
para la subunidad | de la enzima Citocromo C
Oxidasa (COl) y asi obtener por electroforesis
en gel de agarosa, las bandas caracteristicas
de referencia segiun Cooper y col. (2007).

La metodologia requirid de las siguientes
etapas:

* Extraccion del ADN total de células en culti-
vo, utilizando el kit DNeasyBlood and Tissue
de Qiagen con columnas de silica gel. El ma-
terial de partida fueron células en cultivo, en
nameronomayor a 5x 108 células para evitar
saturacion de la columna.

« Amplificacion por PCR de segmentos del
gen mitocondrial (COIl) utilizando oligonu-
cledtidos especie - especificos.

Primers:
MMulF CCCACCCAGTTCAACTAAGC
MMulR AATGGTGAAGGATGGGTCG

Fragmento amplificado: 287pb

Primers:
MMusF ATTACAGCCGTACTGCTCCTAT
MMusR CCCAAAGAATCAGAACAGATGC

Fragmento amplificado:150pb

* Electroforesis en gel de agarosa de los pro-
ductos de PCR obtenidos, para verificacion
de la banda electroforética caracteristica
para la linea celular,

« Secuenciacion de dichos segmentos para
confirmar la especie Macaca mulatta y Mus




Tabla 1. Resultados de secuenciacion de los oligonucleotidos amplificados

por PCR enlosensayos1y 2.
Lineacelular Oligonucledtidos Sentido N®secuencia Resultado
a verificar empleados para
secuenciar
LCO-1490 Directo 5727 Mus musculus
100%
L929 HCO-2198 Reverso |5728 Mus musculus
100%
MmusR Reverso |5731 Mus musculus
98,8%
LCO-1490 Directo 5729 Macaca mulatta
100%
Fhrl-2 HCO-2198 Reverso |5730 Macaca mulatta
99,8%
MmulR Reverso | 5732 Macaca mulatta
99,8%

musculus con secuenciador capilar, tecno-
logia Sanger. Equipo Avant 3100 Genetic
Analyzer (Applied Biosystems).

« Comparacion de las secuencias obtenidas
con las depositadas en la base de datos no
redundante del banco de genes del National
Center for Biotechnology Information (NCBI).

Resultados

En primera instancia se realizaron dos ensa-
yos para la puesta a punto de la técnica uti-
lizando en ambos casos solo células FRhL-2
(Macaca mulatta) del Lote #15C y células
L929 (Mus musculus) como control.

Se realizd la amplificacion por PCR de los
segmentos del gen mitocondrial que codifica
para la subunidad | de la enzima Citocromo C
Oxidasa, utilizando oligonucleatidos especie
- especificos segin Cooper et al. (2007) y
su posterior electroforesis en gel de agarosa
para obtener las correspondientes bandas.

En el ensayo 1 de puesta a punto de la téc-
nica se obtuvieron bandas de 28 /pb corres-
pondientes a FRhL-2 Macaca mulatta en
posicion 2 y 150pb correspondientes a Mus
musculus en posicion 4. Fotografia 1. En el
ensayo 2 se obtuvieron bandas de 28/7/pb en
posiciones 2 y 4 correspondientes a FRhL-2
Macaca mulattay bandas en posiciones6y 8
de 150pb correspondientes a Mus musculus,
Fotografia 2.

Se confirmo6 por secuenciacion de dichos
segmentos obtenidos en ambos ensayos, a
la especie Macaca mulatta y Mus musculus,
comparando las secuencias obtenidas con
las depositadas en la base de datos noredun-
dante del banco de genes del National Cen-
ter for Biotechnology Information (NCBI) me-
diante la utilizacion de la aplicacion BLASTn
(Nucleotide Basic Local Alignment Search
Tool, https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

|Los resultados obtenidos de las secuencias
se pueden observaren la Tabla 1.

El Ensayo 3 fue realizado utilizando los 6 lo-
tesdelalinea celular FRhL-2 Macaca mulatta
antes mencionados y células L929 de Mus
musculus como control, ambas lineas certifi-
cadas eidentificadas en especie por el méto-
do de cariologia y/o isoenzimas.

Se observo en las primeras 6 posiciones de
la electroforesis correspondiente a las PCR,
la banda de 28 /7pb caracteristica de la espe-
cie celular FRhL-2 (Macaca mulatta), y no asi
en la posicion 7 correspondiente a otra linea
celular de especie diferente, L929 (Mus mus-
culus) utilizada como control. En todas estas
PCR se usod la primers especie - especifico
para Macaca mulatta, Mmul-F y Mmul-R.

Por otro lado, utilizando los primers Mmus-F
vy Mmus-R especificos de especie para Mus
musculus, sblo se observa la banda caracte-
ristica de 150pb en |a posicion 7, cuyo ADN

pertenece a la linea celular L-929 de raton, y
no asi en las posicionesdel a 6, donde se en-
contraba el ADN corresponde a la linea celu-
lar FRhL-2 de Macaca mulatta. El resto de las
posiciones utilizadas como controles, validan
los resultados obtenidos para los lotes de la
linea celular analizada, Fotografia 3.

El objetivo de |la autenticacién es confirmar
o verificar la identidad de una linea celular,
demostrando que deriva de la especie y el
donante correctos. ldealmente, el método
de prueba deberia distinguir entre diferen-
tes especies y diferentes individuos dentro
de esa especie, aunque esto dependera de
la tecnologia disponible en el campo de las
pruebas de autenticacion, por lo tanto, es po-
sible que la autenticacion no conduzcaen to-
dos los casos a una identificacion inequivoca
de las células de un origen especifico.

Cuando no es posible una identificacion in-
equivoca, la verificacion de especies median-
te métodos como la amplificaciéon por PCR
del gen mitocondrial Citocromo C Oxidasa |
(COI) se utiliza como la mejor alternativa ac-
tualmente disponible. La aplicacion de este
método para la autenticacion de la identidad
de la linea celular FRhL-2 (Macaca mulatta)
obtuvo un resultado satisfactorio que pudo
ser documentado y validado, contribuyendo
al aseguramiento de la calidad de un insumo
critico parala produccion.

La aplicacion de este método para la
autenticacion de la identidad de la li-

nea celular FRhL-2 (Macaca mulatta)
obtuvo un resultado satisfactorio.
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