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Introduccion. La caracterizacion de bancos celulares es un
componente clave en el control de productos biotecnoldgicos.
De la misma forma que el producto terminado debe alcanzar
ciertos parametros para poder usarse, los bancos celulares
deben cumplir ciertos criterios de aceptacion para usarse en
produccion. La caracterizacion de los bancos debe ser lo
suficientemente profunda como para detectar la presencia de
otras especies microbianas, agentes adventicios, agentes
enddgenos y contaminantes moleculares.

Metodologia. Se caracteriz6 un banco celular productor de
Eritropoyetina humana recombinante (rHUEPQ). Para ello se
desarrollaron diferentes metodologias, incluyendo pruebas de
identidad, pureza y estabilidad. La identidad de la clona se
determiné por inmunofluorescencia utilizando anticuerpos
primarios especificos y un anticuerpo primario marcado con
fluoresceina, se utilizaron controles sin anticuerpo primario.
La identidad molecular de la clona se llevo a cabo
demostrando el dogma centra de la biologia molecular. Se
demostré la presencia e identidad del gen de la rHUEPO
mediante PCR-RFLP, se demostrd la transcripcion del gen
mediante la técnica de Northern Blot, el procesamiento
adecuado de intrones se demostré por RT-PCR y la identidad
del transcrito se demostrd por secuenciacién de los productos
del RT-PCR. La produccién de la proteina se demostro
mediante la técnica de ELISA. Se uso una segunda prueba de
inmunofluorescencia para descartar la presencia de células
Hela. La determinacién de bacterias, hongos y levaduras
contaminantes se llevd a cabo cultivando extractos celulares
en medios tioglicolato y nutritivo. La determinacion de
Mycoplasma se hizo usando un kit comercial de PCR-ELISA
y se determind la actividad de retrotranscriptasa utilizando un
kit comercial. La presencia de virus se determind mediante
ensayos in vitro utilizando cuatro lineas celulares reporteras,
MBDK (bovinas), VERO (primate), WISH (humanas) y
NCTC929 (murinas). Se busco efecto citopético y alteraciones
morfolégicas. Se  hicieron  también  pruebas de
hemaglutinacién, tincion de hematoxilina-eosina (HE) y
microscopia electronica de transmisién. Como prueba de
identidad se utilizo la determinacion del nimero de copias del
gen mediante una técnica de “slot blot” y se determiné el
ntmero de copias del gen a diferentes pases celulares.

Resultados y discusion. La inmunofluorescencia confirmé la
identidad de la clona recombinante y descarto la posibilidad
de una contaminacion por células HelLa, el principal
contaminante de lineas celulares. Se obtuvo un fragmento de
PCR del tamafio esperado que incluye los intrones y exones
del gen recombinate. El analisis de restriccién coincide con

los fragmentos esperados segln su secuencia nucleotidica. La
deteccidn de una banda discreta por Northern blot demuestra
la transcripcion del gen, mientras que el RT-PCR demostré el
procesamiento correcto de los intrones. La secuencia obtenida
de la banda de RT-PCR confirm6 la identidad del gen
recombinante. La expresion de la proteina fue demostrada por
ELISA. Juntas estas pruebas nos dan certeza de la identidad
de la clona recombinante. No se observé crecimiento
microbiano en ninguno de los medios de cultivo probados,
asegurandose la ausencia de bacterias, levaduras y hongos.
Tampoco se detecto Mycoplasma spp., ni actividad de
retrotranscriptasa, sugiriendo la ausencia de la bacteria y de
retrovirus. Ninguna de las lineas celulares reporteras usadas
mostro efecto citopatico o alteraciones morfolégicas en
comparacion a controles sin inocular, sugiriendo ausencia de
agentes virales capaces de infectar a estas lineas celulares. Las
células provenientes del banco no son capaces de
hemaglutinar glébulos rojos de cobayo, ni de pollo a 25y 4
°C confirmando la ausencia de agentes virales
hemaglutinantes. La tincién de HE no mostré presencia de
cuerpos de inclusion caracteristicos de infecciones virales, ni
cambios morfoldgicos evidentes. La microscopia electrénica
de transmisién no mostré alteraciones morfoldgicas a nivel
subcelular compatibles con infecciones virales tales como
desorganizacion celular, cuerpos de inclusién, vacuolizacién y
exceso de membranas. Todas estas pruebas juntas aseguran la
pureza y ausencia de virus de este banco celular.
Demostramos la estabilidad genética del banco al medir el
nimero de copias del gen recombinante mediante la técnica
de “Slot blot”, esta clona recombinate conserva el mismo
namero de copias en el banco maestro, el banco de trabajo y
en células del final del proceso.

Conclusiones. Hemos usado técnicas de microbiologia basica
y herramientas moleculares para caracterizar bancos celulares,
logrando una caracterizacion muy completa que garantiza la
seguridad de los bancos celulares que utilizamos en la
produccion de proteinas recombinantes.
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