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Resumen

Elvirus de influenza ha sido reconocido como un importante patdgeno en poblaciones humanas y animales,
ya que es el principal causante de enfermedades respiratorias. Muchas vacunas y aislamientos de virus de
influenza humana y animal son realizadas actualmente en huevos embrionados, siendo este el método usado
tradicionalmente por décadas. Sin embargo, se han encontrado inconvenientes en la elaboracién de vacunas ya
que el proceso de fabricacion es de capacidad limitada (se requiere aproximadamente un huevo para generar
una dosis vacunal) y alta demanda tiempo, disminuyendo su habilidad para generar biolégicos rapidamente
en el caso de una pandemia. El empleo de lineas celulares continuas para la produccidn de vacunas virales
nace como alternativa que ofrece diversas ventajas: (i) oportunidad de emplear células completamente
caracterizadas y estandarizadas, (ii) produccidn y planeacidén permanente de vacunas y (i) los bioldgicos
pueden ser producidos de forma mas rapida.

El objetivo de esta revision es analizar las diferentes alternativas empleadas en el cultivo y/o aislamiento de
virus de influenza, enfatizando en el uso de cultivos celulares como sustrato para el aislamiento y la produccion
de bioldgicos destinados a la salud humana y animal.
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Abstract
Cell culture as an alternative for isolation and production of biologics
against influenza virus

Influenza Virus has been recognized as an important pathogen in human and animal populations causing
many respiratory diseases. Vaccine production and isolation of human and animal influenza viruses are made
mainly in chicken embryo eggs, being the conventional method used for decades, however, several issues
have been found for vaccine manufacture related with low efficiency of processes due to limited capacity of
production (sometimes requiring one or two eggs to obtain a vaccine dose) and time spending that leads to
decrease in the ability for fast vaccine production processes in a pandemic situation. The use of continuous cell
lines for viral vaccine manufacture rises as a feasible choice offering several advantages including the opportunity
to use fully characterized and standardized cells; in addition, cell-culture-derived vaccines don't require further
planning and vaccines can be produced rapidly.
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The aim of this paper is to know different alternatives employed in culture and isolation of influenza
viruses, emphasizing in the use of cell culture as a substrate for isolation and manufacture of vaccines for use

in humans and animals.

Key words: cell cultures, chicken embryo eggs, isolation, vaccines, influenza virus.

Introduccidon

La influenza es una enfermedad infecciosa cuya
distribucién y rango de huéspedes es muy amplio.
Es causada por un virus de tipo RNA perteneciente
a la familia Orthomyxoviridae, en la cual ademds de
los géneros Influenzavirus A, B y C (afectan animales
vertebrados), se encuentran los Isavirus (afectan al
salmén) y Thogotovirus (afectan mosquitos) (1).

Los virus de influenza tipo A se caracterizan por
ser envueltos y pleomdérficos. Su genoma estd consti-
tuido por RNA de polaridad negativa dividido en 8
segmentos que codifican para al menos once proteinas
(2). Los segmentos 1, 2 y 3, codifican para el complejo
polimerasa del virus, compuesto por 2 polimerasas
basicas (PB1 y PB2) y una polimerasa dcida (PA);
los segmentos 4 y 6 codifican para las glicoproteinas
de superficie hemaglutinina y neuraminidasa (HA
y NA, respectivamente) las cuales constituyen los
mayores antigenos virales; el segmento 5 codifica para
la nucleoproteina (NP), la cual forma un complejo
con el RNA viral. El segmento 7 codifica para dos
proteinas las cuales comparten una region corta: la
proteina de matriz M1 que le da estructura a la cd-
pside viral y la proteina de matriz M2 que funciona
como un canal de intercambio iénico. Finalmente, el
segmento 8 codifica para las proteinas NS1 (proteina
no estructural) y NEP (NS2) que manejan el trans-
porte, transcripcion y ensamble del RNA viral (1,3).

Los virus de influenza del género A infectan una
variedad de especies, incluyendo humanos, cerdos,
caballos, mamiferos marinos y varias especies de
aves. Estos virus se clasifican en subtipos basados en
diferencias antigénicas entre sus dos glicoproteinas
de superficie (HA y NA). Hasta la fecha se han
identificado 16 subtipos de HA (H1-H16) y 9
subtipos de NA (N1-N9) (1,3).

El virus de Influenza es el ejemplo cldsico
de un virus genéticamente inestable, lo cual se
relaciona bdsicamente con dos mecanismos que le
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permiten modificar su constitucién antigénica. El
drift antigénico (acumulacién gradual de pequenas
mutaciones en los genes que codifican para la HA
y/o la NA) confieren al virus la capacidad de evadir
el sistema inmune del hospedero ya que dichos
cambios pueden interferir con el reconocimiento
apropiado por parte de anticuerpos generados por
infecciones previas, favoreciendo de esta forma
la diseminacién del virus (3,4). Un cambio mds
dréstico denominado shift antigénico, que consiste
en el intercambio de segmentos completos de HA
y/o NA entre dos subtipos diferentes de influenza
que simultdneamente infectaron la misma célula,
pueden dar origen a un nuevo virus que no habia
circulado antes en la poblacién humana y/o animal
representando un riesgo potencial de infeccién con
graves consecuencias en términos de morbilidad y
mortalidad (5,6). Cambios antigénicos de este o
cualquier tipo, cumplen un papel determinante en
el diseno de vacunas para el control de influenza,
generando la busqueda de diferentes sustratos y
ambientes que sean capaces de replicar eficientemente
el virus para la elaboracién de biolégicos de manera
rapida y eficiente (7).

El desarrollo de biol6gicos contra influenza data
de hace mds de 60 anos, cuando se prepararon
vacunas inactivadas empleando como sustrato huevos
embrionados de pollo (8). Aunque este método
ha perdurado en el tiempo, presenta limitantes
tales como una baja eficiencia y restriccién en la
disponibilidad de cantidades apropiadas del biolégico
en un momento dado, ya que se requiere realizar
una planeacién previa de 6 a 12 meses para asegurar
que millones de huevos fértiles de alta calidad estén
disponibles para su produccién. Otra limitante de
dicho sustrato es que al realizar pasajes del virus en
los huevos embrionados se puede alterar la estructura
de la hemaglutinina (HA) generando un virus
diferente a la cepa original, la respuesta inmune a
la HA alterada no va a corresponder exactamente al
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virus circulante reduciendo la eficiencia de la vacuna
contra influenza (9).

Con el fin de superar los inconvenientes menciona-
dos anteriormente, se ha evaluado el empleo de lineas
celulares continuas para la produccién de vacunas
contra influenza. Ventajas tales como la disponibilidad
de lineas celulares estandarizadas y caracterizadas que
permiten una planeacién y produccién permanente
como sustrato para la utilizacién en la fabricacion de
vacunas, nace como opcién para la generacién eficaz
y eficiente de bioldgicos contra influenza (8).

El propésito de esta revision es hacer un recorrido
a través del tiempo de las diferentes alternativas
empleadas en el cultivo y/o aislamiento de virus de
influenza, asi como llevar a cabo un andlisis critico
de la informacién disponible en relacién con el
uso de los cultivos celulares como substrato para el
aislamiento y la produccién de biolégicos destinados
principalmente a su uso en humanos y animales.

Replicacién del virus de Influenza In vivo e
In vitro

El proceso inicial de infeccién por virus de influenza
es activado por la interaccién entre la hemaglutinina
viral y los receptores relacionados con residuos de
dcido sidlico (SA) presentes en las glicoproteinas de
las células (10). Los receptores celulares de 4cido
sidlico presentan una conformacién particular: los
residuos de SA estdn unidos al pendltimo grupo
carbohidrato por enlaces del tipo 0-2.3, 0-2.6 0 0-2.8
y muchas cepas de virus de influenza A se caracterizan
por emplear los tipos a-2.3 y A-2.6 como receptor
primario. [z vivo, en humanos los virus de influenza
se unen preferencialmente a enlaces de tipo SAQ-2.6
presentes en el tracto respiratorio superior, mientras
los virus de influenza aviar se unen a receptores SAQ-
2.3 predominantes en el tracto digestivo de las aves
(11,12). Por lo anterior la distribucién de ambos
tipos de receptores, SAQ-2.3 y SAQ-2.6, en el epitelio
traqueal del cerdo (13), soporta la hipétesis de que
esta especie actia como un mezclador potencial de
virus de influenza de origen humano y aviar.

Los virus de influenza A presentan propiedades
de crecimiento Iz vitro, que dependen de la cepa
y la preferencia de ésta por el receptor celular que
esté presente en la célula blanco (14). Ademis la

replicacién de los virus de influenza en la célula
huésped depende de factores celulares como la
activacion de las proteasas que clivan la HA inactiva
(HAO) en HA1 y HA2, haciendo el virus infeccioso
para las células susceptibles (15).

Las cepas del virus de influenza aisladas en lineas
celulares se comportan de una manera similar en
cuanto a su preferencia por unirse a ciertos receptores,
es asi como virus provenientes de mamiferos se unen
a enlaces de dcido sidlico en la pendltima galactosa en
la posicién 0-2.6 (SA 0-2.6 Gal) predominantes en la
superficie de células respiratorias del tracto superior
(16,17), mientras que los virus producidos en huevos
embrionados se unen a los receptores que contienen
SA a-2.3 Gal tipicos para especies aviares, debido a
que las células epiteliales de la cavidad alantoica posee
tnicamente receptores de este tipo (8,18,19).

Por lo tanto, dentro de los aspectos a considerar
para la eleccién del sustrato celular a emplear para
cultivar un virus de influenza en particular, es
indispensable garantizar que el sustrato empleado
posea células con caracteristicas y receptores
apropiados que favorezcan la replicacién viral.

Huevos embrionados Vs. cultivos celulares
En la bisqueda de alternativas diferentes para el
aislamiento y/o crecimiento de virus de influenza, la
utilizacién de cultivos celulares como substrato en los
sistemas de produccién de biolégicos y procesos de
aislamiento ofrece una buena alternativa comparado
con el proceso realizado en huevos embrionados. El
empleo de éste tipo de procedimientos reduce los
riesgos de contaminacién microbioldgica y previene
la presentacién de reacciones alérgicas que podrian
ser inducidas por la presencia, en el producto final, de
componentes proteicos provenientes del huevo (20).
Es asi como el aislamiento y cultivo de virus de
influenza se constituye en uno de los principales
retos en los laboratorios de diagndstico y en los
de la industria biofarmacéutica. Una alternativa
la constituyen los cultivos primarios derivados de
tejidos animales, dentro de los cuales se encuentran
el cultivo primario de membranas coriénicas fetales
humanas (21), el de cerebro de rata (22), el de células
de cerebro de embriones de ratén (23), el cultivo
primario de rindén y fibroblastos de embrién de pollo
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(24), el cultivo de células traqueales humanas (4) y
el cultivo primario de células epiteliales respiratorias
de cerdo (25), entre otros.

La principal ventaja de éste tipo de cultivos es su
capacidad de ofrecer una mayor sensibilidad porque
brinda todas las condiciones necesarias cuando
se utilizan para el crecimiento in vitro de virus,
principalmente a las cepas que infectan la misma
especie de la cual fueron obtenidos. Los cultivos
primarios per se presentan desventajas tales como
el riesgo de contaminacién con microorganismos
adventicios, el alto costo de mantenimiento y
suplementacién del medio de cultivo. Asi mismo,
las tasas de recuperacién de particulas virales pueden
ser menos eficientes comparadas con las de la linea
celular continua, ademds de la dificil estandarizacién
de procedimientos para algunos de estos cultivos (20).

Una alternativa para contrarrestar las limitantes
inherentes a los cultivos primarios, la constituyen
las lineas celulares establecidas. Este tipo de cultivo
se caracteriza por presentar una vida media infinita,
facilitar la generacién de clones, y adaptacién a
condiciones de crecimiento en un medio de cultivo
en particular, ademds de ofrecer la posibilidad de
documentar ficilmente su historial (8).

Especificamente en lo relacionado con el virus de
influenza y en particular virus de influenza humana
se han empleado para su cultivo lineas celulares tales
como la Madin Darby Canine Kidney (MDCK) (6),
las células embrionarias de retina humana (PER.C6)
(27) y las células de rinén de mono verde Africano
(VERO) (28), entre otras. En el caso de virus de
influenza en cerdos por su parte se han empleado
principalmente las lineas celulares MDCK (6), la
linea celular epitelial intestinal de colon (CACO-
2) (29) y la linea celular de Rindén de Mono Verde
Africano (VERO) (30).

En términos generales se puede decir que
tradicionalmente, se han empleado los huevos
embrionados de pollo y los cultivos de células
Madin Darby Canine Kidney (MDCK) para el
aislamiento y propagacién del virus de influenza
(31). Como se mencioné anteriormente en el caso
de las células epiteliales de la cavidad alantoica éstas
poseen tnicamente receptores se dcido sidlico con
enlaces a-2.3, mientras que las células MDCK
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poseen receptores con ambos tipos de enlaces 0-2.3
y 0-2.6 (19), permitiendo el crecimiento de un
mayor espectro de cepas del virus de influenza A.
Actualmente se han publicado numerosos estudios
que buscan determinar las caracteristicas y sustratos
dptimos para el crecimiento de virus de influenza a
ser empleados en la produccién de biolégicos. En
un estudio realizado por Gambaryan et al. (16), se
observé que el crecimiento de virus de influenza
porcina HINT1 cldsico en células MDCK, con
previo crecimiento en huevos embrionados presenta
afinidad por receptor con enlace de tipo SAQ-2.6,
pero no con receptores tipo SAQ-2.3, encontrdndose
mayores tasa de replicacién viral en células MDCK
(receptores de tipo SAQ-2.6) y escasas sustituciones
en los aminodcidos que componen la HA de los virus
empleados en el estudio.

Teniendo en cuenta las ventajas comparativas que
ofrecen las lineas celulares con respecto al sistema
tradicional de elaboracién de vacunas contra el virus
de influenza en huevos embrionados de pollo, las
lineas celulares se han convertido, en un sistema
alternativo viable y de eleccidén para la produccién
de biolégicos.

Por otra parte, se ha determinado que las
moléculas de la HA de virus de influenza aislados
en lineas celulares de mamiferos como la Madin
Darby Canine Kidney (MDCK), Rhesus Monkey
Kidney (LLC-MK-2), o células de rifién de mono
verde africano (VERO) han sido antigénica y
estructuralmente idénticas a las cepas encontradas
en muestras de pacientes (17), razén por la cual, el
uso de las lineas celulares ha sido evaluado para su
empleo en el aislamiento y produccién de vacunas
contra el virus de influenza. Es necesario tener en
cuenta varios factores en la seleccién de la linea
celular destinada para la elaboracién de vacunas,
principalmente el tipo de biolégico a desarrollar, bien
sea si se trata de vacunas inactivadas (virus completo,
subunidades, facciones virales) o vacunas a virus vivo
atenuado como en el caso de los virus adaptados a
frio, ademds de la capacidad de la linea celular para
generar altos titulos de virus de influenza necesarios
para la elaboracién del biolégico (32).

A continuacién se presenta una revisién de los
principales tipos de cultivo celular que han sido
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empleados en el crecimiento y/o aislamiento de virus
de influenza y se discuten aspectos relacionados con
los pros y los contras de su empleo como sustratos
para la produccién de vacunas.

Lineas celulares empleadas con mayor
frecuencia para el aislamiento del
Virus de Influenza y su utilizacién en la
produccién de vacunas

La linea celular MDCK (Madin Darby Canine
Kidney) fue originalmente aislada en 1958 a partir
del rifdén de un perro adulto, aparentemente normal,
de raza Cocker Spaniel, la cual fue subsecuentemente
depositada en la American Type Culture Collection
(ATCC) y se designé como CCL34 (registro de
lineas celulares animales, 1965). A partir de 1975, el
cultivo de células MDCK comenzé a ser ampliamente
utilizado para el aislamiento de virus de influenza
A y gracias a esto, es rutinariamente empleado en
programas de vigilancia en salud publica, virologia
clinica y en laboratorios de investigacién en todo el
mundo por servir como un sustrato para el cultivo de
virus de influenza mostrando una buena sensibilidad
y permitiendo el crecimiento de un amplio rango de
diferentes cepas del virus (33,34).

En cuanto a su utilizacién en la produccién
comercial de vacunas, la linea celular MDCK ha sido
empleada en la produccién de vacunas inactivadas de
influenza en Europa y para investigaciones clinicas
en los Estados Unidos (33) Figura 1.

Una preocupacién en la elaboracién de vacunas
derivadas de cultivos celulares es el potencial de
formacién de tumores por los residuos de la linea
celular empleada, lo cual genera la necesidad de
caracterizar los componentes celulares residuales que
puedan quedar en el biolégico, ademds de establecer
la presencia de agentes adventicios y/o elementos
con propiedades oncogénicas que representen un
riesgo en el individuo receptor de la vacuna. Liu ]J.
et al. (34), evaluaron el riesgo potencial de la linea
celular MDCK de generar residuos en el sobrenadante
del cultivo que puedan ocasionar la formacién de
tumores. Para esto emplearon un clon de las células
MDCK (9B9-1E4) en dos modelos animales (ratones
adultos y ratones recién nacidos). Encontrando que de

Figura 1. Linea Celular MDCK pase 16, aumento de 10X .

347 animales que fueron inyectados con varias dosis
del lisado de células MDCK (>107 células) solamente
un animal desarroll6 un sarcoma histiocitico, el cual
no estuvo asociado a la aplicacién del lisado de células,
ya que no se encontré DNA de las células MDCK
en el tumor, ni concordé con la tasa de eventos de
presentacién de tumores observada entre los animales
inyectados y el control negativo (tratados con PBS).
Este esudio asi como otros reportes indican que las
células MDCK no inducen la formacién de tumores
a bajas dosis (<10° células) (35) presentando un bajo
potencial oncogénico, con alta tasa de replicacién del
virus, caracteristicas que hacen de este sustrato ideal
para la produccién de biolégicos (34).

La Linea Celular Vero (Linea celular de Rinén
de Mono Verde Africano) fue establecida en 1962
por Yasumara y Kawakita a partir del rinén de un
mono verde africano normal. En la actualidad, la
linea celular es distribuida por la American Type
Culture Collection (ATCC) en pasaje 124 bajo la
designacién de ATCC CCL 81 (36). La Linea de
células VERO es susceptible a un amplio rango
de virus, siendo empleada para la fabricacién de
vacunas de poliomielitis y rabia en humanos (36),
Asi mismo, diferentes reportes han demostrado que
este sustrato es apropiado para el aislamiento y la
replicacién productiva de virus de influenza A y B por
los altos titulos infectivos que genera, manteniendo
las caracteristicas de la HA de los virus de influenza
empleados en este sustrato (30).
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Una limitante en el uso de las células VERO para
el crecimiento del virus de influenza se relaciona con
el hecho de que éstas células inactivan rdpidamente
la tripsina exdgena restringiendo asi la replicacién
de los virus de influenza ya que la HA no puede
ser clivada eficientemente (30). Sin embargo, dicha
limitante puede ser superada mediante la adicién
repetida de tripsina al medio de cultivo lo cual mejora
la replicacién y multiplicacién del virus de influenza
tipo A (37).

En cuanto a las vacunas de influenza derivadas
de células VERO, éstas han sido producidas y
evaluadas por la generacién de inmunogencidad y
su produccién ha sido escalada a niveles comerciales.
Dichos biolégicos inducen una respuesta humoral
comparable a los biolégicos producidos en huevos
embrionados, siendo ademds, potentes estimulantes
de la respuesta celular (38). En un estudio realizado
por Bruhl et al., (39), compararon una vacuna
trivalente de virus inactivado producida en células
VERO con una vacuna producida en huevos
embrionados, determinando la respuesta humoral y
celular contra Influenza en ratones Balb/c, reportan
que en todos los grupos de ratones inmunizados con
los dos biolégicos hubo respuesta de anticuerpos IgG
de tipo IgG1 e IgG2a/2b. En cuanto a la respuesta
de células T, IL-2 y INF-y (Linfocitos T ayudadores
o Thl) fueron producidos de forma significativa
en los ratones que fueron inmunizados con la
vacuna fabricada en células VERO; cabe destacar
que la respuesta de tipo Th1 es la responsable de la
estimulacién de los linfocitos T citotdxicos requeridos
para la eliminacién de virus de influenza en el tejido
pulmonar infectado (39).

Al comparar la eficiencia de las células MDCK y
VERO en la replicacién del virus de influenza Youil,
R.etal, (28) determinaron que ambas lineas celulares
son capaces de replicar el virus produciendo cargas
virales maximas de 10-11 log,  copias de genoma/ml.
Sin embargo, las células MDCK generan cargas virales
2 a 3 veces mds altas que las células VERO a las 24 y
48 horas postinfeccién; dichos resultados indican una
mayor eficiencia en la replicacién del virus en células
MDCK frente a las células VERO, lo cual hace de
las células MDCK un sustrato de eleccién para el
aislamiento y crecimiento del virus de influenza.
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La Linea Celular HEK-293 (células de rifién
de embrién humano 293) Ha sido ampliamente
empleada por la comunidad cientifica por mds
de 30 afos como una plataforma eficiente para la
produccién a gran escala de proteinas recombinantes
y vectores virales (20). Esta linea celular tiene
como ventaja su fécil crecimiento en un cultivo en
suspension a altas densidades celulares (107 células/
ml en tipo batch) y en medio libre de suero (20).

En el caso particular del uso de la linea celular HEK-
293 para la produccién de vacunas contra el virus de
Influenza, Le Ru A. et al. (20), evaluaron su uso como
una alternativa eficiente para el escalamiento en la
produccién de virus de influenza empleando para éste
fin las cepas A/PR/8/34 (HIN1), A/WS/33 (HIN1),
A/Aichi/2/68 (H3N2), A/Hong Kong/8/68 (H3N2)
y la B/Lee/40. Dentro de los pardmetros evaluados se
determin la presencia de receptores a-2.3 y a-2.6
en la superficie de las células HEK-293, realizando
simultdneamente la deteccién de dichos receptores
en células MDCK. Para evaluar la propagacién del
virus de influenza en células HEK-293 se empled la
técnica de inmunofluorescencia, a través de la cual, en
el caso de la cepa A/PR/8/34 (HIN1) se determind
replicacién del virus a las 24 horas post-infeccién. El
ndmero de particulas infectivas aumentd a las 48 hpi,
mientras la viabilidad celular permanecié alta (>80%),
observandose efecto citopdtico caracteristico de células
infectadas por virus de influenza a las 72 y 96 hpi.
Los autores sefialan que las células de la linea HEK-
293 presentan ventajas tales como un crecimiento
ripido en suspensién en un medio de cultivo libre de
suero, son capaces de producir altos titulos de virus
infecciosos de influenza para los diferentes subtipos
(A/H1, A/H3 y B) sin requerir adaptaciones previas,
generando particulas virales con las caracteristicas de
los virus de influenza (20).

Sin embargo, al comparar la eficiencia de
repliacién de virus de influenza en la linea celular
HEK-293 frente a la linea MDCK, se encontré que
las células HEK-293 presentan un rendimiento mds
bajo principalmente en los primeros pasajes del virus
en el cultivo celular.

La Linea Celular CACO-2 (adenocarcinoma de
colon humano) tiene como caracteristica distintiva
que no requiere de la adicién de tripsina al medio de
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cultivo debido a que contiene las proteasas necesarias
para el clivaje de la HA, facilitando asi el ingreso del
virus de influenza a la célula y la observacién del
efecto citopdtico (40, 29). La linea celular de epitelio
intestinal de colon (CACO-2) ha mostrado mayor
eficiencia en el aislamiento de virus de influenza
del tipo A H3N2 y HIN1 en muestras clinicas
provenientes de humanos comparado con la linea
MDCK o los huevos embrionados (40). Las células
Caco-2 contienen receptores de dcido sidlico de tipo
0-2.3 (preferencialmente para virus de influenza
aviar) y 0-2.6 (preferencialmente para virus de
influenza humana (31,40). Asi mismo Jahangir et al.
(41) reporta que las células CACO-2 son permisivas
al virus de influenza aviar de baja patogenicidad,
indicando que dicha sensibilidad es similar a la
encontrada en huevos embrionados.

Con el fin de determinar el comportamiento de
diferentes substratos para el aislamiento de virus
de influenza en cerdos, Chiapponi, C. et al. (29),
realizaron un estudio en el que se evalud la eficiencia de
las lineas celulares CACO-2, MDCKy la inoculacién
en huevos embrionados para el aislamiento de virus
de influenza porcina A HIN1, HIN2 y H3N2 a
partir de muestras clinicas. Se obtuvieron resultados
que variaron de acuerdo a los diferentes subtipos en
relacién con los sustratos evaluados. Es asi como el
100% de los virus de los subtipos HIN1 y HIN2
fueron aislados en células CACO-2, mientras que
en el mismo sustrato solo el 50% de los virus del
subtipo H3N2 fue aislado. Esto contrasta con los
resultados encontrados en la inoculacién en huevos
embrionados, donde se aislé con mayor frecuencia
virus del subtipo H3N2, mientras que solo el 44% del
virus HIN1 y el 11% del virus HIN2 fueron aislados
en este sustrato. Por su parte, los resultados de la
inoculacién de los mismo subtipos en células MDCK,
mostraron que el porcentaje de aislamientos positivos
fue del 56% para el subtipo HIN1, del 3.5% para
el subtipo HIN2 y del 38% para el subtipo H3N2.
Los resultados obtenidos en ése estudio, sugieren que
existe una fuerte asociacion entre la cepa del virus y
el tropismo celular. Aunque el sustrato que presentd
mayor eficiencia en el aislamiento viral para los
subtipos HIN1 y HIN2 fue la linea celular CACO-
2, comparada con las células MDCK y los huevos

embrionados. Sin embargo, la deteccién del subtipo
H3N2 fue mucho mais alta en huevos embrionados.
Con base en lo anterior se sugiere que para lograr
detectar los tres subtipos del virus involucrados en
la presentacién de influenza porcina, es necesario
emplear simultdineamente los dos sustratos (células

CACO-2 y huevos embrionados) (29,40).

Otras lineas celulares

Otros tipos de lineas celulares tales como las
lineas MRC-5, WI-38, FrhL, se han empleado
igualmente para la replicacion de virus de influenza
con el fin de utilizarlos en la fabricacién de vacunas.
La linea MRC-5 (Medical Research Council 5)
es de origen de fibroblastos de pulmén humano
provenientes de un feto masculino de 14 semanas;
en la ATCC tiene registro nimero CCL-171. Esta
linea celular fue preparada y desarrollada por J. P.
Jacobs en 1966. Es empleada principalmente para
la replicacién y elaboracién de vacunas de influenza
humana debido a que estas células presentan
receptores de tipo SAQ2-6, sin embargo, presentan
como desventaja su baja sensibilidad (57,1%) a virus
de influenza humana cuando se compara con las
células MDCK (100% de sensibilidad), lo cual hace
que su uso sea de baja eleccién para la replicacién
de dicho virus (35,41). La linea WI-38 (Winstar
Institute 38) es de origen de fibroblastos diploides
de pulmén humano, derivados de un feto femenino.
Fue preparada y desarrollada por Leonard Hayflick
en 1964, tiene registro ATCC ntimero CCL-75.
Esta linea celular ha sido usada para la preparacién
de la vacuna RA 27/3 contra la rubéola. En cuanto
al virus de influenza se ha demostrado que genera
altas tasas de replicacién viral (21), sin embargo
una vida media limitada es su principal desventaja.
La linea FrhL con registro ATCC-CCL160, es de
origen de fibroblastos de pulmén de un feto de
mono hembra Rhesus. Esta es una linea celular
diploide que ha sido utilizada para la replicacién
de virus de influenza porque produce titulos altos
de virus y ha sido recomendada para la produccién
de vacunas comerciales. Al igual que la anterior,
esta linea celular presenta como limitante una vida
media limitada ya que al estar compuesta por células
diploides limita su utilizacién como sustrato para la
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Tabla 1. Lineas celulares de origen humano susceptibles a Virus de Influenza A

Linea Celular

ID ATCC

Origen/Humano

Tipo de Linea

HEp-2 Tracto respiratorio superior Cdncer Laringeo CCL-23™

A549 Tracto respiratorio inferior Adenocarcinoma de pulmén CCL-185™

Caco-2 Tracto Gastrointestinal Adenocarcinoma Colorectal HTB-37™

HeLa Tracto genitourinario Adeocarcinoma Cervical CCL-2™

NT2 Neuromuscular Teratocarcinoma de células CRL-1973™
neuronales

THP-1 Células Inmunes Monoc.ltos de sal}gre periférica de TIB.202™
leucemia monocitica aguda

U937 Células Inmunes Monocitos de linfoma histiocitico =~ CRL-1973™

HO Células Inmunes L}nfoatos T derivados del HTB-176™
Sindrome de Sezary

Raji Células Inmunes Llnfogtos B del linfoma de CCL-86™
Burkitts

Modificado de IWS Li ez /., 2009

produccién de biolégicos por su manejo dispendioso
y bajo rendimiento a gran escala (6).

Al comparar la eficiencia de las lineas celulares
MRC-5, WI-38, FRhL, VERO y MDCK
como sustratos para la produccién de vacunas
vivas atenuadas de influenza Liu, J. et al., (34)
encontraron que las células MRC-5, WI-38 y
FRhL no produjeron titulos suficientemente altos
de varios subtipos de virus los cuales son necesarios
para la produccién del biolégico. En el caso de
las células VERO se considera que éstas producen
titulos altos para un ntmero limitado de dichos
subtipos y requieren de altas cantidades de suero
fetal bovino, lo cual limita el crecimiento de las
cepas vacunales, haciendo de esta linea celular un
sustrato de baja eleccién para la produccién de
vacunas vivas atenuadas de influenza. En contraste,
las células MDCK son capaces de producir titulos
altos de cepas vacunales vivas atenuadas para un
amplio rango de subtipos y variantes de cepas de
virus de influenza estacional A/H1, A/H3 y de
influenza B (16,18).

Diferencias en la replicacion del Virus
de Influenza a en lineas celulares

susceptibles

A través del tiempo, se han estudiado diversas
lineas celulares originadas de diferentes érganos
y especies para poder establecer la susceptibilidad
de dichos sustratos a diferentes virus de influenza.
En la Tabla 1 se presentan algunas lineas celulares
susceptibles a virus de influenza. Dentro de los
sustratos originados de humanos, se encuentra
una amplia variedad de cultivos celulares que han
respondido de forma diferente en cuanto a la tasa de
replicacién viral, Tabla 1.

En cuanto a lineas celulares de origen animal que
son susceptibles al virus de influenza se encuentra un
nimero mds limitado de sustratos provenientes de
diversos origenes y especies tales como los primates
no humanos, cerdos y caninos, Tabla 2.

Con el fin de comparar la susceptibilidad al virus
de influenza en diferentes lineas celulares de origen
humano y animal, IWS Li et al., (32) emplearon los
virus A/HK/415742/09 (H1N1) de origen porcino, A/

Tabla2. Lineas Celulares de Origen Animal Susceptibles a Virus de Influenza A

Linea Celular Origen/Animal Tipo de Linea ID ATCC

Rindn de canino de raza Cocker

MDCK . Madin-Darby Canine Kidney =~ CCL-34™
Spaniel
LLC-MK2 Rifén de mono Rifén de mono Rhesus CCL-7™
BSC-1 Epitelio Renal Epitelio renal de mono verde - 0oy g
Africano
PK-15 Rinén de cerdo Rinén de porcino CCL-33™

Modificado de IWS Li ez 4/., 2009
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HK/403946/09 (HIN1) estacional humano y H5N1
A/Vietnam/1194/04 de origen aviar para determinar
y comparar su replicacién en diferentes substratos.

En el caso de la cepa H5N1 se encontré que
dicho virus fue capaz de replicarse en todas las lineas
celulares, a excepcién de las células Hep-2. Las cepas
HINI1 de origen humano y HIN1 de origen porcino
fueron capaces de replicarse en lineas celulares
derivadas del tracto respiratorio inferior, tracto
gastrointestinal, higado, riién y masculo.

Con respecto a las lineas celulares de origen
animal, la replicacién fue detectada en todas las
lineas celulares (mono, perro, cerdo). La cepa H5N1
mostré mayor eficiencia de replicacién comparada
con los virus HIN1 de origen humano y porcino.
En cuanto a susceptibilidad de las lineas celulares de
origen animal se determiné que los sustratos que son
mds sensibles a los tres subtipos de virus de influenza
son la linea celular MDCK, BSC-1 y PK-15 (32).

De la misma forma, se ha podido determinar que
los virus de influenza de origen humano, porcino y
aviar tienen una amplia variedad de lineas celulares
para su replicacién, pero se ha encontrado que pocos
sustratos entre los cuales estin los derivados del
tracto respiratorio inferior, algunas lineas del tracto
gastrointestinal y en el caso de las lineas de origen
animal la linea celular MDCK, son capaces de hacerlo
eficientemente. (42,32).

Cultivos en suspensién para la produccién
de virus de Influenza

La plataforma de produccién de vacunas basadas
en cultivos celulares, permite la extensién a gran escala
siempre y cuando las células se manejen en suspension.
Un sistema similar de produccién es necesario en el
caso de aparicién de epidemias o pandemias. Como
ejemplo estdn las vacunas producidas en cultivos
celulares de virus de rabia, poliovirus y rotavirus
fabricados en células VERO (43).

Asi mismo, se ha determinado que el uso de células
en suspension simplifica los procesos de produccién
de vacunas en forma escalable, debido a que las
superficies de crecimiento de las células como los
microportadores no requieren anclaje y tampoco de
procesos como desprendimiento de las células entre
cada pasaje celular. Una ventaja adicional del uso

de cultivos en suspension es que permite el uso de
medios quimicos definidos, los cuales no requieren
suplementacion con suero fetal bovino lo cual elimina
riesgos potenciales del uso de dicho suero como
son la variacién entre lotes y el riesgo potencial de
contaminacién con mycoplasma, virus o priones (44);
reduciendo ademis los costos de produccién.
Como se ha mencionado previamente, las células
MDCK presentan caracteristicas de sustrato ideal
para la replicacién de virus de influenza, pero su
rdpida expansién en cultivo es dificil debido a su
crecimiento dependiente de anclaje (43). Chu et al,,
(43) generaron células MDCK que fueran capaces
de crecer en suspensién mediante la transfeccién del
gen humano sialiltransferasa (siaz7¢) que disminuye
la adhesién celular. Para determinar la susceptibilidad
de esta nueva linea celular (MDCK-siat7e) y la
produccién escalable de virus, se emplearon en el
estudio 4 virus vacunales (A/California/07/2009
X-179A HIN1, A/Brisbane/59/2007 IVR-148
HIN1, A/Uruguay/716/2007 X-175C H3N2, y B/
Brisbane/60/2008). Se determind que la linea celular
MDCK-siat7e fue capaz de replicar las cuatro cepas,
generando titulos hemaglutinantes de 1:512; un
inconveniente es que la progenie de virus colectada
después de pasajes seriales exhibieron mutaciones
minimas en el gen que codifica para la proteina HA.
Sin embargo, este proceso ofrece perspectivas para la
implementacién de cultivos en suspensién con células
MDCK para el crecimiento de virus de influenza a
ser utilizados en la elaboracién de vacunas (44-49).
Como desventajas del crecimiento de células
MDCK en suspensién, se ha determinado que estas
células pueden formar quistes multicelulares que
generan polarizacién de las membranas celulares
disminuyendo el porcentaje de replicacién celular
de 1-4%. Ademds, presentan disminucién en la
agregacion celular seguido de una baja viabilidad que
va a inducir a la apoptosis celular (44). Se determiné
igualmente que las células MDCK- siat7e presentan
escape de aniones cuando crecen en suspension
sugiriendo que estas células puedan volverse
tumorogénicas como resultado de la modificacién
de la actividad de la enzima sialiltransferasa (50-53).
Aunque existe el riesgo de tumorogenicidad y
a pesar de las desventajas que pueden presentar
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los cultivos en suspensién, se estin llevando a
cabo diversos estudios que buscan superar estos
inconvenientes, ya que para lograr la produccién
de bioldgicos a partir de cultivos celulares a nivel
industrial se hace necesario establecer lineas celulares
en suspension que facilitan y agilizan el escalamiento
de los procesos en la elaboracién de vacunas que
optimicen tiempo, costos y la rdpida reaccion frente
a la presentacién de epidemias o pandemias (54-58).

Conclusiones

El aislamiento y cultivo de virus de influenza es
uno de los principales retos en los laboratorios de
diagnéstico y en la industria biofarmacéutica, ya
que la biologia propia del virus exige que el sustrato
presente una serie de pardmetros que ofrezcan al virus
las condiciones ideales para su replicacién in vitro.
Estas condiciones estdn asociadas con la preferencia
por el receptor celular, que los virus de influenza A
requieren para inducir infeccién.

A pesar de que la inoculacién en huevos
embrionados de pollo es el sistema biolégico de
eleccién para el aislamiento y crecimiento de virus
de influenza, este sustrato presenta como principal
inconveniente una dificil disponibilidad oportuna
en cantidades suficientes para la produccién de
virus que va a ser utilizado en la produccién de
vacunas, particularmente en el caso de epidemias o
pandemias, ademds del riesgo de generar variaciones
en la secuencia de la hemaglutinina (HA), debido a
un proceso de adaptacién del virus al crecimiento
en éste tipo de substrato. Debido a las limitantes
conocidas acerca del uso de los huevos embrionados
para la fabricacién de vacunas contra influenza, se
han evaluado diversas lineas celulares que ofrecen
ventajas sobre los huevos embrionados, entre las
cuales se destacan la facilidad de emplear células
completamente caracterizadas y estandarizadas,
mayor capacidad y rapidez de produccién de
bioldgicos en el caso de la aparicién de una nueva
cepa de virus (pandemia) y menor riesgo de cambio
en las propiedades de unién al receptor de la HA.

La generacién de vacunas a partir de cultivos
celulares es una excelente alternativa que nace de la
necesidad de producir en corto tiempo bioldgicos
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seguros que no generen reacciones indeseadas en
la poblacién y principalmente que controlen la
presentacion y diseminacién de la enfermedad a nivel
mundial, ya que la poblacién humana y animal se han
visto seriamente afectados por el comportamiento
cambiante e impredecible del virus de influenza; de
esta forma, los cultivos celulares abren un sinnimero
de posibilidades para la industria dedicada a la
generacién de biolégicos.
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