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COMENTARIOS
Con fundamento en el numeral 6.3.3.1 de la Norma Oficial Mexicana NOM-001-SSA1-2020, se publica el presente proyecto a efecto de que los interesados, a
partir del 1° de mayo hasta el 30 de junio de 2026, lo analicen, evallen y envien sus observaciones o comentarios en idioma espafiol y con el sustento
técnico suficiente ante la CPFEUM, sita en Rio Rhin numero 57, colonia Cuauhtémoc, codigo postal 06500, Ciudad de México, o al correo electronico:
consultas@farmacopea.org.mx.
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Institucion o empresa: Direccioén:
Teléfono: Correo electronico:
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Dice ‘ Debe decir ‘ Justificacion*
ORIGEN Y CARACTERIZACION DE
SUSTRATOS CELULARES PARA LA
FABRICACION DE PRODUCTOS BIOLOGICOS
| MEDICAMENTOS BIOTECNOLOGICOS ¥
BIOFARMACOS

ALCENCES.

El objetivo de esta monografia es proporcionar
informacidn amplia sobre las practicas estandar
para la preparacion y caracterizacion de células
humanas, de origen animal y de células
microbianas que se usen en la produccion de
productos biologicos y biofarmaces{principio

o de | . . -

medicamentos biotecnoldgicos), asi como la
fabricacion y estandarizacion de los
bancos celulares usados en la produccion de esto.

Diferentes tipos de cultivos se usan en la
produccion de productos bioldgicos e-biefarmaces /
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microorganismos, lineas celulares diploides (LCD),
lineas celulares continuas (LCC), células troncales
0 progenitoras, células derivadas de insectos, etc.

recomendaciones-Los criterios que se incluyen en
esta monografia para caracterizar esta variedad de
sustratos celulares son consistentes con los que
describe la Guia Internacional Q5D de la ICH, el
Anexo 3 de la TRS 978 (1996) de la OMS y la
monografia 5.2.3 “Cells substrates for the
production of vaccines for Human use” de la
Farmacopea Europea.

medicamentos biotecnoldgicos tales como

Justificacion*

Esta monografia no aplica a productos fabricados
en embriones de pollo, células de plantas y podria
aplicar de acuerdo al analisis de riesgos
correspondiente y al estudio caso por caso a
productos medicinales de terapia avanzada.

Se describen las pruebas que deben realizarse en
distintas etapas: semilla celular, banco celular
maestro (BCM), banco celular de trabajo (BCT),
banco celular extendido (BCE) y células de fin de
produccion (CDFP, correspondientes a células que
alcanzan o superan el nivel maximo de duplicacion
de la poblacion utilizado para la produccién).
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Una LCD tienen una capacidad alta pero limitada
de multiplicarse in vitro. En estas lineas los
cromosomas se encuentran en pares (euploidia), y
son estructuralmente idénticos a los de las
especies de las que se derivaron. Provienen de
cultivos primarios, que se han establecido como
linea celular, con caracteristicas estables y no son
tumorogénicas.

Una LCC tiene la capacidad de multiplicarse
indefinidamente in vitro; y suele presentar
diferencias en el cariotipo en comparacion con las
células originales. Existen riesgos tedricos
percibidos asociados con el uso de LCC,
especialmente si su potencial tumorogénico se ha
demostrado experimentalmente. Estos riesgos
estan relacionados con la posible actividad
biolégica del ADN residual de la célula hospedera
presente en la vacuna. EI ADN residual de la célula
hospedera puede estar asociado con un riesgo de
infectividad si el genoma de un virus ADN o un
provirus esta presente en el ADN celular (ya sea
integrado o extracromosdmico). Ademas, existe un
riesgo potencial de oncogenicidad si el sustrato
celular es tumorigénico.

En el caso de los productos producidos en LCC,
sean tumorigénicas o no, se debe realizar una
evaluacion y mitigacion de riesgos para juzgar la
idoneidad del sustrato celular, definir los criterios
aceptables para el ADN residual de la célula
hospedera en el producto final y evaluar la
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consistencia de las proteinas de la célula
hospedera.

Para garantizar la calidad y seguridad de los
productos biologicos / y-biefarmaces
medicamentos biotecnoldgicos es necesario contar
con la documentacion de soporte que se recolectd
durante la fase de investigacion y desarrollo del
sustrato celular, que describa-a-su historia del
sustrato-celular, incluyendo su origen, su fuente y
su caracterizacion gue-se-usa-en-su-ranufactura,
as.eele'de a-inea celulary :

e Waf cel a. S p|eduet_e|as i Itetal 4366
pareial ||ente£ Esto de.b'de aque Isllsntss E"' slltsls
sustrato-celutar. La Informacion recolectada puede
contribuirye de forma significativa er a la
evaluacion de riesgos asociados con-ef su uso de
ese-sustrato-celutarpara-en produccion.
INFORMACION REQUERIDA QUE SE
REQUIERE SOBRE EL ORIGEN, LA FUENTE Y
LA HISTORIA DE LOS SUSTRATOS
CELULARES.

Siempre que sea posible, Lla fuente u-erigen-de
las células (laboratorio o coleccion celular) de
dénde se derivo el sustrato celular se-derivé
debe ser definirseda,+-citando las referencias
de-la-iteratura-correspondiente a-elle-deberan
ser-citadas. Dieha-La informacion debe ser
obtenidaerse directamente desde del laboratorio
productor o del distribuidor en-medida-de-lo
posible del producto;-cuando-ésta-no-estd
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disponible-es-pesible-usar se pueden emplear

referencias de la literatura.

Para baeterias-microorganismos, e debe describir
la especie, cepa y las-caracteristicas genotipicas y
fenotipicas del organismo del cual se derivao el
sustrato celular. Los productores deben describir
también deseribir su patogenicidad, asi como la
generacion-produccion de toxinas w-y cualquier
otra informacion que pueda ser representar un
riesgo bioldgico.

Las cepas de microorganismos utilizadas en la
produccion se identificaran mediante un registro
completo de su historia, incluyendo origen, pruebas
realizadas para verificar sus caracteristicas y su
manipulacion subsecuente. Si existe el registro
genotipico sera posible incluirlo.Los lotes semilla
maestros son cultivados en placas de agar que
pueden contener antibidticos, las colonias son
utilizadas para producir lotes semilla de trabajo en
medio liquido libre de antibidticos. Los cultivos de
cada lote semilla de trabajo tendran las mismas
caracteristicas que la cepa utilizada para preparar
el lote semilla maestro.

En el caso de las lineas celulares de origen animal,
la-deseripeidn la informacion relevante dea-fuente
bielégiea-incluiraye la especie, la cepa, las
condiciones de cultivo, el tejido u érgano de origen
cuando proceda, por ejemplo, en la generacion de
los el resultados de las pruebas de agentes
patogénicos, y las condiciones fisiologicas
generales del donador en el caso de que proceda.
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Para el caso deluse-de lineas celulares humanas,

es necesario describir su-histeria las siguientes
caracteristicas: tejido u érgano de origen,
caracteristicas étnicas y origen geografico, edad
sexo y condicion fisiologica general del donador.
De ser posible, también debe informarse el estado
de salud o historia médica del donador, junto con
los resultados de cualesquiera pruebas de agentes
patogenos. Para el caso especifico de fibroblastos
diploides, la edad del donador puede influir en la
vida Util de la linea celular, y por ello es importante
proporcionar esa informacion si se halla disponible.

E;' e: r—:as! 668 pnsdeete' S ecicing es-para erapia
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Justificacion*

I:la istoria elle.eu o eellula Slompre .de.bel 5

se-utitizé Debe describirse el método que se uso
originalmente para el aislamiento de las células
debera-serdeserita, asi como los procedimientos
utilizados para su el-cultivo de-tas-célutas in vitro y
cualquier procedimiento utilizado para establecer
los linajes celulares (por ejemplo, el uso de
cualquier procedimiento fisico, quimico o bioldgico,
o la adicion de material genético). La-deseripeidn
de-eCualquier manipulacién genética o seleccion
clonal también debera ser deseritasindicarse.
Asimisme;-Debe proporcionarse toda la
informacion disponible que involucre la
identificacion; y caracteristicas de las células, asi
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enddgenos o adventicios en los linajes celulares

debe-proporcionarse.

como ¥ los resultados de las pruebas para agentes

Justificacion*

Para células microbianas, se debe-considera
adecuado documentar la frecuencia de subcultivo
despues-de-con posterioridad a la generacion del
sustrato celular.

Para lineas celulares eucariéticas continuas,
generalmente es adecuado cuantificar la duracién
del cultivo por medio de la estimacion, ya sea del
numero de generaciones, o del numero de pases a
una dilucién definida, o con una cierta frecuencia
en dias. Para linajes celulares diploides que tienen
una longevidad finita in vitro, es necesario estimar
el numero preciso de generaciones en todas las
etapas, incluyendo la investigacion, el desarrollo y
la manufactura. EI numero de pases o de
duplicaciones maximo permisible debera ser
determinado por el productor y autorizado por la
Aautoridad Regulatoria.

Referente-a En relacion con la generacion de
sustratos celulares, se deben brindar-informacion
de-les revisar aquellos de-les procedimientos
referentes-a-que puedan permitir la exposicion de a
agentes adventicios infecciosos. Se describira
detalladamente Los-constituyentes-del medio de
cultivo deben-ser-deserites, en particular, asi-come
la informacién referente a la exposicion de las
células a materiales de origen animal o humano,
tales como suero, enzimas, hidrolizados u otras
células vivas. La descripcion debe incluir la fuente,
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el método de preparacion y el control, de los
resultados de prueba, yla
garantia de la calidad. Debe citarse Ika literatura
relevante-de alusiva a estos puntos, debe-de
referirse cuando se halle disponible. Esta
informacién permitira un analisis detallado de las
rutas potenciales de las-rutas-potenciales-de
entrada-ingreso de agentes adventicios a partir de
ellas; fuentes mencionadas, y sera parte del
anatisis-de la evaluacion de riesgo-beneficio del
producto.

EL SISTEMA DE ALMACENAMIENTO (BANCO)
DE CELULAS.

Una vez seleccionada una linea celular como
sustrato de produccion de un producto biolégico /
medicamento biotecnolégico se debe crear un
sistema de banco de células para garantizar un
suministro adecuado de material equivalente
durante toda la vida util del producto. Ademas de
proporcionar un suministro ininterrumpido del
material de partida, las ventajas de un sistema de
banco de células incluyen la posibilidad de
caracterizar detalladamente la linea celular y la
reduccion de la probabilidad de contaminacion
cruzada entre lineas celulares y de contaminacion
por agentes adventicios, asi como una-mayor
facilidad para su deteccion. Los fabricantes pueden
preparar sus propios bancos de células u
obtenerlos de fuentes externas; pero son los
responsables de garantizar la calidad de cada
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banco y de las pruebas a las que estos se
someten.

Habitualmente, el sistema de banco de células
consta de dos niveles: un banco celular maestro
(BCM) y un banco celular de trabajo (BCT), aunque
en principio, se podria utilizar un sistema de banco
de un solo nivel, compuesto, por ejemplo,
unicamente por el BCM sin el BCT, si se
necesitaran relativamente pocos viales al afio para
producir el producto deseado

EI BCM se prepara primero, normalmente a partir
de una clona inicial o de un banco de células
preliminar derivado de dicha clona.

EI BCT se deriva de una o mas ampolletas del
BCM. Las células de origen del BCM se expanden
mediante subcultivos seriados hasta un numero de
pases seleccionado por el fabricante.

En ese momento, las células se combinan en un
solo lote, se distribuyen en ampolletas individuales
y se congelan para formar el BCT. Una o mas de
estas ampolletas del BCT se utilizaran para la
produccion de un lote de un producto biolégico. Si
se utilizan células de méas de una ampolleta del
BCT, las suspensiones celulares deben
combinarse en el momento de la descongelacion.
El nivel de duplicacion celular de las células
utilizadas para la produccion no debe exceder un
limite superior basado en los criterios establecidos
por el fabricante. Se generan BCTs adicionales a
partir del BCM segun sea necesario. Un BCT
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mediante caracterizacion y pruebas.

recién preparado debe ser debidamente cualificado

Justificacion*

Cabe sefialar que el BCM y el BCT pueden diferir
entre si en ciertos aspectos, por ejemplo, en los
componentes y las condiciones de cultivo. Del
mismo modo, las condiciones de cultivo utilizadas
para preparar €l BCM y el BCT pueden diferir de
las utilizadas en el proceso de produccion. Es
importante que un banco caracterizado
proporcione un producto consistente.

Procedimientos Consideraciones para generar
el banco celular.

El banco celular debe estar libre de cualquier tipo
de contaminantes para evitar poner en riesgo la

calidad del procese-y-pertantodel producto, y, en
consecuencia, su disponibilidad. Sereconoce-gue

Es un hecho que ningun programa de analisis de
bancos celulares puede detectar todos los
contaminantes potenciales; por lo tanto, es
fundamental aplicar estos principios preventivos
durante el-almacenamiento-la generacion de los
bancos de células para garantizar evitar en la
medida de lo posible la auseneia-presencia de
contaminacion y proporcionar una fuente fiable de
sustrato celular.

Los fabricantes deben describir el tipo de sistema
de almacenamiento utilizado, el tamafio del/de los
bancos de células, el-recipiente envase (frasco
ampula, viates, ampolletas u otros recipientes
apropiados) y el sistema contenedor / e cierre
utilizado, los métodos empleados para la
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los crioprotectores y los medios empleades
utilizados, y las condiciones empleadas para la
criopreservacion y el almacenamiento.

preparacion del/de los bancos de células, incluidos

Justificacion*

Asimismo, los fabricantes deben describir los
procedimientos utilizados para evitar la
contaminacion microbiana y la contaminacion
cruzada con otros tipos de células presentes en el
laboratorio, asi como los procedimientos que
permiten la trazabilidad de los contenedores del
banco de células. Esto debe incluir una descripcion
del sistema de documentacidn, asi como de un
sistema de etiquetado que pueda soportar el
proceso de conservacion, almacenamiento y
recuperacion del almacenamiento sin perder que
se pierda la informacion del etiquetado del
contenedor.

TFambién; Llos fabricantes deben describir también
sus procedimientos para el la generacion de los
bancos. Generalmente, las células se preparan
para el-almacenamiente la generacion de los
bancos expandiendo les-cultives-en-un-numero

cada-vezmayer-derecipientes progresivamente el
numero de cultivos 0 enrecipientes-de-mayor
e ol . ol

tamario del recipiente de cultivo, hasta que se
reunan suficientes células para generar un nimero
adecuado de envases para el banco. Para
garantizar la composicién uniforme del contenido
de cada recipiente envase, se debe preparar un
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grupo Unico de células para el almacenamiento la
produccion del banco, combinando las células de
todos los recipientes de cultivo, si se utiliza mas de
uno.
Las células suspendidas en el medio de

conservacion, se-preparan-del-pootinico-en

provenientes de los cultivos individuales, se
distribuyen en recipientes-esterilizados envases
estériles, que posteriormente se sellan y
almacenan en condiciones adecuadas.

Por ejemplo, las células animales en medios que
contienen un crioprotector se congelan en
recipientes sellados en condiciones definidas y
controladas, y luego se transfieren a un medio de
almacenamiento en fase vapor o liquida de
nitrégeno liquido, o a temperaturas equivalentes de
ultracongelacion. Otros métodos de conservacion y
almacenamiento pueden ser adecuados,
dependiendo del organismo utilizado, pero deben
ser capaces de mantener un nivel de viabilidad
celular consistente tras la reconstitucion y
adecuado para su uso en produccion.

Para garantizar la produccion continua-e
ninterrumpida de productos farmacéutices
biolégicos/ medicamentos biotecnoldgicos, los
fabricantes deben considerar cuidadosamente las
medidas de proteccion contra eventos catastréficos
que podrian inutilizar el banco de células. Ejemplos
de estos eventos incluyen incendios, cortes de
energia y errores humanos. Los fabricantes deben
describir sus planes para temar-estas tales
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redundancia en el almacenamiento de los
contenedores envases del banco en varios
congeladores, el uso de energia de respaldo, el
uso de sistemas automaticos de llenado de
nitrdgeno liquido para las unidades de
almacenamiento, el almacenamiento de una parte
del BCM y el BCT en sitios remotos, o la
regeneracién del BCM.

precauciones; por ejemplo, estas pueden incluir la

Justificacion*

El punto de referencia inicial para las estimaciones
de la edad celular in vitro durante la fabricacién
debe ser la descongelacion de uno 0 mas
contenedores envases del BCM. Para las LCD, la
longevidad in vitro se estimara en términos de los
niveles de duplicacion de la poblacion.

El nimero maximo de pases (o de duplicaciones
de la poblacion duplicada) permisible entre el
baneco-celular maestro BCM. el-bance-celularde
trabaje y las células de produccidn, pasando por el
BCT, sera aprobado por la Autoridad Regulatoria.

PRINCIPIOS GENERALES DE LA
CARACTERIZACION Y PRUEBAS DE LOS
BANCOS CELULARES.

La caracterizacion y el andlisis de-sustratos bancos
celulares almacenade-es un componente
fundamental del-en el control de productos
bioldgicos y biefarmaces | medicamentos
biotecnoldgicos.

La caracterizacion del BCM permite al fabricante
evaluar esta fuente en relacion con la presencia de
células de otras lineas, agentes adventicios,
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Justificacion*

El programa de analisis elegido para un sustrato
celular determinado variara segun su origen, las
propiedades biologicas de las células (por ejemplo,
los requisitos de crecimiento), su historial de cultivo
(incluido el uso de reactivos biol6gicos de origen
humano y animal) y los procedimientos de analisis
disponibles. La amplitud de la caracterizacion de
un sustrato celular puede influir en el tipo o nivel de
analisis de rutina que se requiere en etapas
posteriores de la fabricacion.

Los fabricantes deben realizar pruebas de
identidad y pureza una vez por cada BCM, y
pruebas de estabilidad durante el cultivo celular
una vez por cada producto que se vaya a registrar.
Ademas, se deben realizar pruebas de pureza y
pruebas limitadas de identidad una vez por cada
BCT. Asimismo, les-selicitantes-deben-consultaria
guialGH-sebre-se deben tomar en cuenta los
lineamientos referentes a seguridad viral
considerados por esta monografia y las guias
internacionales. Las pruebas pertinentes, entre-las
que se describen a continuacion, deben-puedan

realizarse y-deserisirse-enta-solietud-de
composalndon unecon co el e e L
pruebas.
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de expresion ensamblados exdgenamente
(modificadas géneticamente), se debe consultar la
directriz 1GH pertinente sobre constructos de
expresion de ADNr para obtener orientacion sobre
la caracterizacion de las secuencias de nucledtidos
y amino&cidos.

Para las lineas celulares que contienen constructos

Justificacion*
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Se alienta a los fabricantes a que adopten métodos
de vanguardia alineados con la filosofia de las 3Rs,
que involucren mejoras tecnoldgicas en la
caracterizacion y analisis del sustrato celular a
medida que estén disponibles, siempre que la
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especificidad, sensibilidad y precision de los
métodos mas recientes sean al menos
equivalentes a las de los métodos existentes.

Estabilidad del sustrato celular. Se debe
demostrar la viabilidad adecuada de la linea celular
en las condiciones de almacenamiento previstas.
Para preparar un producto determinado en la linea
celular, es necesario demostrar que se puede
obtener una produccion consistente con células en
niveles de pase y/o duplicacion de la poblacion al
inicio y al final del periodo de uso previsto.

Nota: (Véanse las definiciones de Banco Celular
Extendido-BCE y Células de Final de Produccion-
CDFP)

Agentes adventicios infecciosos (también
referidos como agentes infecciosos extranos).
En el caso de las lineas celulares destinadas a la
produccion de productos
biolégicos/biotecnoldgicos, las pruebas para
detectar agentes adventicios deben realizarse con
base en una evaluacion de riesgos. Tanto el origen
del sustrato celular, como los posibles agentes
adventicios que puedan introducirse
inadvertidamente durante los procesos de
produccion o mediante el uso de materias primas
de origen animal o vegetal, deben tenerse en
cuenta al elegir las células permisivas adecuadas.
Una estrategia de prueba se presenta en la Tabla
1, pero otras estrategias podrian centrarse en
pruebas mas exhaustivas a nivel de BCM o BCT.
En cualquier caso, toda estrategia debe justificarse
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y ofrecer el mismo nivel de seguridad que las
pruebas descritas en la Tabla 1. Se dispone de
nuevas técnicas moleculares sensibles con
amplias capacidades de deteccion, incluyendo
métodos como secuenciacion de nueva generacion
(SNG), reaccion en cadena de la polimerasa
degenerada para familias completas de virus o
métodos de iniciadores aleatorios (asociados 0 no
a la secuenciacion), hibridacién a con matrices.
Determinacion de oligonucleotidos y
espectrometria de masas. Estos métodos pueden
utilizarse ya sea como una alternativa a las
pruebas in vivo 0 a las de amplificacion de acidos
nucleicos (NAT) o especificas, 0 como
complemento/alternativa a las pruebas de cultivo in
vitro, con la anuencia de la Autoridad Regulatoria
competente. La capacidad del proceso de
produccion para eliminar/inactivar virus especificos
debe tener en cuenta el origen y el historial de
cultivo de la linea celular y los virus adventicios
que se sabe que infectan persistentemente a la
especie de origen, por ejemplo, el SV 40 en monos
Rhesus, el virus FHV (Flock House Virus) en
células de insectos o virus que puedan introducirse
inadvertidamente durante los procesos de
produccion o mediante el uso de materias primas
de origen animal o vegetal. En el caso de las lineas
celulares de insectos, se realizan pruebas para
detectar virus especificos relevantes para la
especie de origen de las células y para arbovirus
(virus transmitidos por artropodos). El panel de
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virus analizado se selecciona segun el estado
actual del conocimiento cientifico. En el caso de las
lineas celulares que expresan particulas
retrovirales endogenas (p. €j., células de roedores),
no es necesaria la prueba de transcriptasa reversa,
ya que Se espera que sea positiva, por lo que
deben realizarse pruebas de infectividad para
determinar si estas particulas retrovirales
enddgenas son infecciosas 0 no.

Las lineas celulares que muestran la presencia de
retrovirus infecciosos no son aceptables para la
produccion, a menos que se justifique y autorice lo

contrario.
CDFP/BCE
Ban Ban | (Células que
co alcanzan o
co
celul | superan el
celul .
Semilla ar ar nl\{el
Prueba de maximo de
celular mae .,
trab | duplicacion
stro . .,
ajo de poblacion
(BC (BC | usado para
M)

T la
produccién)

1. Identidad y Pureza
Morfologia | (+) G I I )
|dentificaci
on () S A N A )
Cariotipo
(lineas
celulares
diploides)

2. Agentes adventicios
Longevida
d (células | (-) ® (& 6
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(*) () | &)
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3. Tumorigenicidad

Tumorigen | (+)89 ) () (+)8
icidad

(1) El caracter diploide se establece para cada BCT, pero
utilizando células con un nivel de duplicacion de poblacion igual
superior al utilizado para la produccién.

(2) Si las células son susceptibles a la infeccion con
Mycobacterium tuberculosis u otras especies de micobacterias.
(3) Si se utilizan células de insecto o materias primas de origen
vegetal.

(4) Se realizan pruebas para el BCM, pero utilizando células col
un nivel de duplicacion de poblacion igual o superior al utilizado
para la produccion.

(5) Se realizan pruebas para cada BCT, pero utilizando células
con un nivel de duplicacion de poblacion igual o superior al
utilizado para la produccion.

(6) Se realizan pruebas especificas para posibles contaminante
(p. €j., virus), definidas seguin una evaluacion de riesgos basad;
en el origen de las células y en los posibles agentes extrafios
introducidos inadvertidamente durante los procesos de
produccién o mediante el uso de materias primas de origen
animal o vegetal. Las etapas de prueba adecuadas deben
seleccionarse en funcion de la evaluacion de riesgos.

(7) Estos métodos pueden utilizarse ya sea como alternativa a |
pruebas in vivo y NAT especificas, 0 como complemento o
alternativa a las pruebas de cultivo in vitro, segun la evaluacién
de riesgos y con la anuencia de la Autoridad Regulatoria. Las
etapas de prueba adecuadas deben seleccionarse en funcion d
la evaluacién de riesgos.

(8) Las lineas celulares MRC-5, WI-38 y FRhL-2 se consideran
no tumorigénicas y no requieren la prueba. No se realizan
ensayos en lineas celulares que se sabe 0'se supone que son
tumorigénicas, por ejemplo, CHO y BHK-21.

(9) Los ensayos se realizan en la semilla celular, pero utilizandc
células que alcanzan o superan el nivel maximo de duplicacién

“2026, Avio de Mar

de la poblacion utilizado para la produccion.
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Justificacion*
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como la capacidad de una linea celular para inducir
un tumor tras la inyeccion de células vivas intactas
en animales inmunodeprimidos o
inmunodeficientes (generalmente roedores).

La prueba de tumorigenicidad se realiza utilizando
células que alcanzan o superan el nivel méaximo de
duplicacion de la poblacion que se utilizara para la
produccion de los productos
biolégicos/biotecnolégicos.

Tumorigenicidad. La tumorigenicidad se define

Debe decir

Justificacion*

Las lineas celulares MRC-5, WI-38 y FRhL-2 se
consideran no tumorigénicas y no requieren mas
pruebas. Las lineas celulares tumorigénicas
conocidas (p. ej., CHO) no requieren mayor
documentacién.

Cuando una linea celular no caracterizada
previamente es tumorigénica, se debe realizar un
estudio de oncogenicidad con ADN purificado de la
linea celular o de su lisado para demostrar la
ausencia de componentes oncogénicos. Los
resultados se utilizan como parte de la evaluacion
de riesgos para respaldar el uso de la linea celular
en la produccién de productos
biolégicos/biotecnolégicos. La determinacion de la
DPTso (dosis tumoral en el 50 % de los animales) y
la capacidad de formar metastasis son
propiedades caracteristicas que deben
determinarse como parte de la evaluacion de
riesgos.

A pesar de la dificultad de demostrar una
correlacion perfecta y concluyente con un fenotipo
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tumorigénico, se pueden realizar pruebas
adicionales de caracterizacion in vitro para
documentar otras propiedades del sustrato celular,
como la capacidad de crecer en geles de agar
blando, la capacidad de inducir el crecimiento
celular invasivo en el masculo y/o la capacidad del
sustrato celular para inducir la transformacién de
células 3T3.

Debe decir

Justificacion*

ADN residual de la célula hospedera. Para cada
producto bioldgico/biotecnoldgico producido en
lineas celulares continuas, se debe analizar el
contenido de ADN residual de la célula huésped y
establecer un limite superior aceptable, basado en
una evaluacién de riesgos, en el producto final,
considerando:

(1) lanaturaleza del sustrato celular (no
tumorigénico, nivel de tumorigenicidad) y
su origen (humano/no humano);

(2) la presencia en el proceso de produccion
de cualesquiera pasos para inactivar la
posible actividad bioldgica (oncogenicidad,
infectividad) del ADN residual de la célula
huésped (p. €j., agentes quimicos como
betapropiolactona y/o tratamiento con
DNasa);

(3) la capacidad del proceso para reducir la
cantidad y el tamafio del ADN residual
contaminante de la célula huésped;

(4) el uso previsto del producto (p. €j., la via
de administracion); el método utilizado
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para medir el ADN residual de la célula
huésped.

Justificacion*

En general, un proceso de purificacion para
productos biologicos/biotecnoldgicos parenterales
puede reducir el ADN residual de la célula huésped
en los productos finales a menos de 10 ng por
dosis, pero los limites de aceptacion deben ser
aprobados por la Autoridad Regulatoria.

Una vez realizados los estudios de validacion (por
ejemplo, estudios de adicién utilizando una
distribucion de tamafio de ADN adecuada) y
demostrada la reproducibilidad del proceso de
produccion para reducir el ADN residual de la
célula huésped al nivel esperado, se podran omitir
las pruebas de ADN residual de la célula huésped
en el producto, con la anuencia de la Autoridad
Regulatoria.

Caracterizacion cromosoémica.

Debe demostrarse que las lineas celulares
diploides lo son. Se requiere una caracterizacién
mas exhaustiva de una linea celular diploide
mediante analisis de cariotipo si no se ha validado
la eliminacién de células intactas durante el
procesamiento postcosecha. Se examinan
muestras de 4 niveles de pase distribuidos
uniformemente a lo largo de la vida de la linea
celular. Se examinan 200 células en metafase para
llevar a cabo un recuento cromosdmico exacto y
para determinar la frecuencia de hiperploidia,
hipoploidia, poliploidia, roturas y anomalias
estructurales.
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consideran diploides y estan bien caracterizadas; si
no estan modificadas genéticamente, no necesitan
una caracterizacion adicional.

Las lineas celulares MRC-5, WI-38 y FRhL-2 se

Justificacion*

METODOS DE PRUEBA PARA CULTIVOS
CELULARES

Morfologia. La morfologia de las células estara
adecuadamente descrita y documentada.

Identificacion. Para establecer la identidad de las
células, se utilizan el andlisis de la huella de acidos
nucleicos y una seleccion relevante de los
siguientes elementos:

(1) caracteristicas bioquimicas (analisis de
isoenzimas);

(2) caracteristicas inmunol6gicas (antigenos de
histocompatibilidad, ensayos inmunoquimicos in
vitro);

(3) marcadores citogenéticos;

(4) NAT.

Células contaminantes. El analisis de la huella de
acidos nucleicos realizado para la identificacion
también sirve para demostrar la ausencia de
células contaminantes.

Contaminacion bacteriana y fungica. EI BCM y
cada BCT cumplen con la prueba de esterilidad
MGA 0381, realizada utilizando, para cada medio,
10 ml de sobrenadante de cultivos celulares.
Realizar la prueba en el 1 % de los contenedores,
con un minimo de 2 contenedores.

Micobacterias. MPB 0720. Si las células son
susceptibles a la infeccidén con Mycobacterium
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tuberculosis u otras especies micobacterias, el
BCMy cada BCT cumplen con la prueba para
micobacterias.

La prueba NAT puede utilizarse como alternativa a
este método de cultivo, siempre que dicho ensayo
esté validado y se demuestre que es comparable al
método de cultivo.

Justificacion*

Micoplasmas. MPB 0740. EI BCM y cada BCT
cumplen con la prueba para micoplasmas. Utilice
uno 0 mas recipientes para la prueba.

Espiroplasmas. Los espiroplasmas pueden
introducirse en los sustratos celulares mediante la
contaminacion de materias primas de origen
vegetal o al utilizar lineas celulares de insectos.
Cuando corresponda, se demostrara que el BCM y
cada BCT estan libres de espiroplasmas mediante
un método validado y aprobado por la Autoridad
Regulatoria. Los métodos NAT para la deteccion
de micoplasmas pueden utilizarse para detectar
espiroplasmas tras la validacion y aprobacion de la
Autoridad Regulatoria. Utilice uno o mas
recipientes para la prueba.

Microscopia electrénica. El BCM se examina
mediante microscopia electronica para detectar la
presencia de agentes adventicios. Las lineas
celulares se mantienen a la temperatura habitual
de produccion y se obtienen al nivel maximo de
duplicacién de la poblacion utilizado para la
produccion o incluso mas alla. Ademas, las lineas
celulares de insectos se mantienen a temperaturas
superiores ¢ inferiores a las habituales para la
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produccion y también pueden someterse a otros
tratamientos, como la exposicion a estresores
quimicos. Para las lineas celulares de insectos, las
temperaturas de mantenimiento y los tratamientos
utilizados se acuerdan con la Autoridad
Regulatoria, junto con el numero de células
seccionadas que se examinaran.

Busqueda de agentes adventicios en cultivos
celulares. En el caso de células de mamiferos, las
células viables (al menos 107) o el lisado celular
equivalente, en su sobrenadante de cultivo, se
cocultivan (para células viables) o se inoculan
(para el lisado celular) en cultivos en monocapa de:
(1) células diploides humanas;

(2) células renales continuas de simio; y

(3) para sustratos celulares distintos de los
humanos o los simios, células de esa especie,
procedentes de un lote separado.

Para lineas celulares de insectos, los lisados
celulares se inoculan en cultivos en monocapa de
otros sistemas celulares, incluyendo humanos,
simios y, ademas, al menos una linea celular
diferente a la utilizada en la produccion, que sea
permisiva para virus de insectos y que permita la
deteccidn de arbovirus humanos (p. €j., BHK-21).
El cultivo celular del cocultivo resultante (para
células viables) o los cultivos celulares inoculados
(para lisado celular) se observan durante al menos
dos semanas para detectar la presencia de virus
mediante su efecto citopatico. Si se sabe que la
linea celular es capaz de sostener el crecimiento

CONSULTA A USUARIOS DE LA FEUM 2026-2 Pagina 51 de 63 PRODUCTOS BIOLOGICOS



SaIUd ‘ COMISIAN FEDERAL PARA EA'PROTECCIAN ' Comision Permanente de la
Secretaria de Salud “ FUNIRARIESGO S NNITARIOS ‘ Ee l,:)s Esfog]os%nigosnmgicgno%

“2026, Avio de Margarita Maza Parada”

Debe decir Jlstificacién*

de citomegalovirus humano o de simio, los cultivos
diploides humanos se observan durante al menos
cuatro semanas. El cultivo celular prolongado de
cuatro semanas de células diploides humanas,
para detectar citomegalovirus humano o de simio,
puede sustituirse por la técnica NAT.

En casos donde sea dificil mantener los cultivos
celulares sanos durante las 2 semanas
adicionales, puede ser necesario introducir medio
fresco o realizar subcultivos después de 2
semanas para detectar agentes virales. Al final del
periodo de observacion, se realizan pruebas en los
sobrenadantes del cultivo celular para detectar
virus hemaglutinantes, o en las células viables para
detectar virus hemoabsorbentes utilizando glébulos
rojos de cobayo. Si los glébulos rojos de cobayo se
han almacenado, el periodo de almacenamiento no
debe exceder 7 dias a 5 + 3 °C. Analizar la mitad
de los cultivos tras la incubaciona 5 + 3 °C
durante 30 minutos y la otra mitad tras la
incubacion a 20-25 °C durante 30 minutos. La
prueba para virus hemaglutinantes no es valida
para arbovirus. La prueba no es valida a menos
que un minimo de 80 % de los cultivos celulares
permanezcan viables. El sustrato celular cumple
con la prueba si no se encuentra evidencia de
ningun agente adventicio.

Retrovirus

Si no se sabe si la linea celular produce particulas
retrovirales, se debe examinar la presencia de
retrovirus mediante:
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amplificado (PERT, por sus siglas en inglés
Product-Enhanced Reverse Transcriptase)
realizado en sobrenadantes del banco celular
utilizando células al nivel méaximo de duplicacién de
la poblacion que se utilizara para la produccion o
mas alla;

(2) microscopia electrénica de transmision.

Si las pruebas (1) y/o (2) dan un resultado positivo,
se realizan ensayos de infectividad en células
humanas permisivas con un punto final del ensayo
PERT en el sobrenadante.

(1) ensayo de transcriptasa reversa con producto

Debe decir

Justificacion*

Si se demuestra que la linea celular produce
particulas retrovirales (p. €j., lineas celulares de
roedores), se debe investigar la presencia de
retrovirus mediante:

— microscopia electrénica de transmision;

— ensayos de infectividad realizados en células
humanas permisivas y en células relevantes
adicionales (p. €j., células de Mus dunni o células
SC-1 para el sustrato de células CHO) con un
ensayo PERT de punto final en el sobrenadante,
excepto cuando las células de amplificacidn son
positivas para la transcriptasa inversa, en cuyo
caso la lectura se realiza mediante un ensayo de
placa o un ensayo de focos fluorescentes.

Dada la alta sensibilidad de los ensayos PERT, la
interpretacion de una sefial positiva puede ser
ambigua y la decision sobre la aceptabilidad de un
sustrato celular se basa en todos los datos
disponibles.
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una evaluacion de riesgos indica que contribuye a
mitigar el riesgo, teniendo en cuenta el conjunto de
pruebas aplicado a un sustrato celular determinado.
Inyectar 107 células viables o el lisado celular
equivalente, en su sobrenadante de cultivo, en dos
camadas de ratones lactantes de menos de 24 h de
edad, compuestas por no menos de 10 animales.
Administrar al menos 0,1 ml por via intraperitoneal y
0,01 ml por via intracerebral. Observar a los ratones
lactantes durante al menos 4 semanas. Investigar a los
ratones lactantes que se enfermen o presenten alguna
anomalia para establecer la causa de la enfermedad. El
sustrato celular cumple con la prueba si no se
encuentra evidencia de ningun agente adventicio. La
prueba no es valida si menos del 80 % de los ratones
lactantes de cada grupo permanecen sanos y
sobreviven hasta el final del periodo de observacion.

Pruebas en ratones lactantes. La prueba se realiza si

Debe decir

Justificacion*

Pruebas en huevos (solo se requieren para
sustratos celulares aviares).

La prueba se realiza si una evaluacion de riesgos
indica que contribuye a mitigar el riesgo, teniendo
en cuenta el conjunto de pruebas aplicado a un
sustrato celular determinado. Inyectar un inéculo
de 108 células viables o el lisado celular
equivalente, en su sobrenadante de cultivo, en la
cavidad alantoidea de diez huevos embrionados de
gallina SPF de 9 a 11 dias y en el saco vitelino de
diez huevos embrionados de gallina SPF de 5 a

7 dias. Incubar durante al menos 5 dias. Analizar el
liquido alantoideo para detectar la presencia de
hemaglutininas utilizando glébulos rojos de
mamifero y de ave; realizar la pruebaa 5 +3°Cy
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20-25 °C y leer los resultados después de 30-60
minutos. El sustrato celular cumple con la prueba si
no se encuentra evidencia de ningun agente
adventicio. La prueba no es valida si menos del
80 % de los embriones permanecen sanos y
sobreviven hasta el final del periodo de
observacion.

Pruebas para virus especificos. La lista de virus
especificos a analizar se define en funcién de una
evaluacion del riesgo de contaminacion viral, y
debe tomar en cuenta (sin limitarse solo a ello) el
origen de las células y las posibles fuentes de
contaminacion viral (p. ej., materia prima de origen
animal o vegetal). Las pruebas NAT se realizan
con o sin amplificacién previa en células. Para
lineas celulares de origen murino, se utilizan
pruebas NAT o de produccion de anticuerpos en
ratones, ratas o hamsters para detectar los virus
especificos de cada especie.

Pruebas para virus mediante métodos
moleculares extensivos. Con la anuencia de la
Autoridad Regulatoria, se pueden utilizar métodos
moleculares extensivos (p. ej., SNG), ya sea como
una alternativa a las pruebas in vivo y NAT
especificas, 0 como un complemento o alternativa
a las pruebas de cultivo in vitro, seguna
evaluacion de riesgos.

Tanto para las NAT, como para los métodos
moleculares extensivos, la etapa en la que se
realizara la prueba (p. €j., BCM, BCT, CDFP/BCE)
también se basa en la evaluacién de riesgos y

CONSULTA A USUARIOS DE LA FEUM 2026-2 Pagina 55 de 63 PRODUCTOS BIOLOGICOS



SaIUd ‘ COMISIAN FEDERAL PARA EA'PROTECCIAN ' Comision Permanente de la
Secretaria de Salud “ FUNIRARIESGO S NNITARIOS ‘ Ee l,:)s Esfog]os%nigosnmgicgno%

“2026, Avio de Margarita Maza Parada”

Debe decir Jlstificacién*

depende de los pasos donde puedan introducirse
contaminantes virales. En caso de resultados
positivos con los métodos moleculares extensivos
o las pruebas NAT, se debe realizar una
investigacion de seguimiento para determinar si los
acidos nucleicos detectados se deben ala
presencia de agentes infecciosos externos y/o si se
sabe que constituyen un riesgo para la salud
humana.

Pruebas de tumorigenicidad in vivo. La prueba
establece una comparacion entre la linea celular
continua y una linea celular de control positivo de
referencia adecuada (por ejemplo, células HeLa o
Hep2).

Entre los sistemas animales que han demostrado
ser adecuados para esta prueba se incluyen:

(1) ratones atimicos (genotipo Nu/Nu);

(2) ratones, ratas o hdmsteres recién nacidos pre-
tratados con suero o globulina antitimocitica;

(3) ratones timectomizados e irradiados,
reconstituidos (T—, B+) con médula dsea de
ratones sanos.

Independientemente del sistema animal
seleccionado, la linea celular y las células de
control positivo se inyectan en grupos separados
de 10 animales cada uno. En ambos casos, el
indculo para cada animal consiste en 107 células
suspendidas en un volumen de 0,2 mL, y la
inyeccion puede administrarse por via
intramuscular o subcutanea. Los animales recién
nacidos se tratan con 0,1 mL de suero o globulina
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antitimocitica los dias 0, 2, 7 'y 14 después del
nacimiento. Un suero o globulina potente es aquel
que suprime los mecanismos inmunitarios de los
animales en crecimiento hasta el punto de que el
indculo posterior de 107 células del control positivo
produce regularmente tumores y metastasis. Los
animales gravemente afectados que presenten
tumores evidentes de crecimiento progresivo se
sacrifican antes de finalizar la prueba para evitar
sufrimiento innecesario.

Al final del periodo de observacion, todos los
animales, incluido el grupo de control positivo, se
sacrifican y examinan para detectar evidencia
macroscopica y microscopica de proliferacion de
las células inoculadas en el lugar de la inyeccién y
en otros érganos (por ejemplo, ganglios linfaticos,
pulmones, rifiones e higado).

En todos los sistemas de prueba, los animales se
observan y palpan a intervalos regulares para
detectar la formacién de nodulos en los puntos de
inyeccion. Cualquier nddulo formado se mide en
dos direcciones perpendiculares, registrandose las
mediciones periddicamente para determinar su
crecimiento progresivo. Los animales con nddulos
que comienzan a disminuir de tamafio durante el
periodo de observacién se sacrifican antes de que
estos dejen de ser palpables, y se procesan para
su examen histologico. Los animales con nédulos
que crecen progresivamente se observan durante
una o dos semanas. De los animales sin formacion
de nddulos, la mitad se observa durante tres
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antes de ser sacrificados y procesados para su
examen histologico. Se realiza una necropsia a
cada animal, que incluye el examen para detectar
evidencia macroscopica de formacion de tumores
en el punto de inyeccion y en otros 6rganos como
ganglios linfaticos, pulmones, cerebro, bazo,
rifiones e higado. Todas las lesiones tumorales y el
punto de inyeccion se examinan histoldégicamente.
Ademas, dado que algunas lineas celulares
pueden dar lugar a metastasis sin evidencia de
crecimiento tumoral local, se examinan
histologicamente todos los ganglios linfaticos
regionales detectables y los pulmones de todos los
animales.

semanas Y la otra mitad durante doce semanas,

Debe decir

Justificacion*

La prueba no es valida si menos de 9 de los 10
animales inyectados con las células de control
positivo de referencia presentan tumores de
crecimiento progresivo.

A fin de documentar el nivel de tumorigenicidad de
una nueva linea celular tumorigénica, se inyecta un
rango de dosis de sustrato celular (p. €j., dosis de
células en el rango de 10%, 106 y 107) en diferentes
grupos de 10 animales. Se da seguimiento al
numero de animales que muestran nddulos de
crecimiento progresivo en los grupos de animales
para calcular la DPTso.

GLOSARIO DE TERMINOS.

Cultivos celulares primarios (CCP)
Se denomina al cultivo obtenido a partir de células,
tejidos u érganos extraidos directamente de uno o
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considerado como tal hasta que sea subcultivado
con éxito por primera vez. Estos cultivos se
originan directamente de tejidos tripsinizados para
iniciar su crecimiento in vitro y muestran con alta
frecuencia, contaminacion que proviene de la
fuente animal de la que se originaron. Para
disminuir el riesgo de contaminacion se pueden
utilizar animales previamente evaluados utilizando
pruebas moleculares como la Reaccién en Cadena
de Polimerasa (PCR) o bien a través de la
busqueda de anticuerpos especificos. Para
preparar CCP se utilizan animales de colonias
controladas, libres de patdgenos especificos (SPF,
por sus siglas en inglés) algunos ejemplos son
células de rifibn de mono, fibroblastos de
embriones de pollo, rifiones de perro, conejos y
hamsters, incluyendo huevos; asi como otros
tejidos.

mas organismos. Un cultivo primario puede ser

Justificacion*

Lineas celulares diploides (LCD)

Linea celular con una capacidad alta pero limitada,
de multiplicarse (vida util in vitro finita) en la cual
los cromosomas se encuentran en pares
(euploides) y son estructuralmente idénticos a los
de las especies de las que se derivaron. Provienen
de cultivos primarios, que se han establecido como
linea celular, con caracteristicas estables a través
de su nimero finito de pases y no son
tumorigénicas, muestran caracteristicas
citogenéticas diploides. Ejemplos de estos
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9, WI-38 y las células derivadas de mono FRhL-2.

sustratos son las células de origen humano MRC-

Justificacion*

Lineas celulares continuas (LCC)

Tienen un potencial aparentemente infinito de
crecimiento in vitro y se han originado de
subcultivo seriado de cultivos primarios o células
tumorales (por ejemplo, cultivo de células Hela),
por transformacion de células normales con un
virus oncogénico o con una secuencia viral (por
ejemplo, linfocitos B transformados con virus
Epstein Bar o transfectadas con secuencias virales
como PER.C6), por subcultivo seriado de una
poblacién celular primaria derivada de un tejido
normal que genera una poblacion celular
dominante, descrito como transformacion
espontanea (células Vero, BHK-21, CHO, MDCK,
Hi5, etc.), a través de la fusion de una célula de
mieloma y un linfocito B productor de anticuerpos
denominado hibridoma, o bien a través del uso de
genes ectopicamente expresados involucrados en
el ciclo celular como el gen de la telomerasa
transcriptasa reversa en humanos, hTERT.

Un gran numero de lineas celulares de insectos
hemipteros, lepidopteros y dipteros han sido
desarrolladas y caracterizadas. Actualmente
existen disponibles lineas celulares contintas
utilizadas para la produccion de proteinas
recombinantes y vacunas. Como ejemplos de
lineas celulares se tiene SF9, SF 21 y Hi5, entre
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sistema de bancos celulares.

otras. Estas células también son manejadas en un

Justificacion*

Células troncales

Son células progenitoras que tienen la capacidad
de diferenciarse para producir tipos celulares de
casi todos los tejidos humanos (pluripotenciales) y
aparentemente para generar tipos celulares de las
tres capas germinales. Estas pueden derivarse de
estados embrionarios tempranos, de tejidos fetales
0 adultos.

Edad celular in vitro

Periodo transcurrido entre la descongelacion del
vial o viales de BCM y la cosecha del recipiente de
produccion, medido por el tiempo cronolégico
transcurrido en el cultivo, ya sea por el nivel de
duplicacién de la poblacion celular o por el nivel de
pases de las células cuando se subcultivan
mediante un procedimiento definido para la dilucién
del cultivo.

Banco de células

Coleccion de envases de composicion uniforme
almacenadas en condiciones definidas, cada uno
de los cuales contiene una alicuota de un grupo
unico de células.

Banco de Células Maestro (BCM)

Alicuota de un conjunto Unico de células, que
generalmente se ha preparado en condiciones
definidas, a partir de un clon celular selecto, y que
se ha distribuido en envases multiples y se ha
almacenado en condiciones definidas. EI BCM se
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Trabajo (BCT). Las pruebas realizadas en un
nuevo BCM (a partir de un clon celular inicial
previo, BCM o BCT) deben ser las mismas que
para el BCM original, a menos que se justifique.

utiliza para derivar todos los Bancos de Células de

Justificacion*

Banco de Células de Trabajo (BCT)

El Banco de Células de Trabajo se prepara a partir
de alicuotas de una suspension homogénea de
células obtenidas del cultivo del BCM en
condiciones de cultivo definidas.

Cultivo celular extendido

Cultivo de células a tiempo prolongado realizado
para determinar la estabilidad de las lineas
celulares.

Células de Final de Produccion (CDFP): Células
recolectadas (en condiciones comparables a las
utilizadas en la produccion) del BCM o BCT
cultivadas hasta un nivel de pase o un nivel de
duplicacién de poblacién comparable o superior al
nivel mas alto alcanzado en la produccion. En
ciertas situaciones, se puede medir el tiempo
cronologico en cultivo. Los CDFP también se
conocen como Banco de Celular Extendido (ECB)
y estos términos pueden usarse indistintamente
con células LIVCA.

Banco Celular Extendido (ECB): Células
cultivadas del BCM o BCT y propagadas hasta la
edad celular in vitro propuesta o superior utilizada
para la produccion. También se le conoce como
CDFP.
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Debe decir Jlstificacién*

Edad celular in vitro: Es una medida del periodo
entre la descongelacion del/de lo(s) vial(es) de
BCMy la cosecha del recipiente de produccién que
se mide por el tiempo cronoldgico transcurrido en
el cultivo, el nivel de duplicacion de la poblacion de
las células o el nivel de pase de las células cuando
se subcultivan mediante un procedimiento definido
para la dilucién del cultivo.

Células con limite de edad celular in vitro
(LIVCA): Derivan de células de produccion que
alcanzan o superan la edad celular in vitro
mediante la expansion del MCB o WCB. Las
células LIVCA también se conocen como CDFP o
Banco Celular Extendido (ECB), y estos términos

se pueden usar indistintamente.
*Para una mejor comprension de su solicitud adjunte bibliografia u otros documentos que sustenten sus comentarios.
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