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ACEPTABILIDAD DE LOS SUSTRATOS
CELULARES PARA LA PRODUCCION
DE SUSTANCIAS BIOLOGICAS

Informe de un Grupo de Estudio de la OMS
en Sustancias Biologicas

Los dias 18 y 19 de noviembre de 1986 se reuni6 en Ginebra un
Grupo de Estudio de la OMS en Sustancias Biol6gicas. Inauguré la
reunién en nombre del Director General el Dr. S. Litvinov, Subdirec-
tor General.

1. ANTECEDENTES E INTRODUCCION

La aceptabilidad de los sustratos celulares para la produccion de
vacunas ha sido un tema polémico desde los afios cincuenta, cuando
se determind que los cultivos de células primarias de primates no hu-
manos eran aceptables para producir ciertas vacunas, como la anti-
poliomielitica. Esa decision sentd un gran precedente que ha tenido
profundas repercusiones en la consideracién de distintos sistemas ce-
lulares. Por ejemplo, transcurrié un decenio o més antes de que cier-
tas autoridades nacionales de control aceptaran los sustratos de cé-
lulas diploides humanas, pese a que todas las pruebas cientificas con-
firmaban la inocuidad de los productos derivados de aquéllos.

El asunto de la aceptabilidad de los sustratos distintos de los pre-
parados de células primarias y diploides volvié a considerarse en
1978 en Lake Placid, Estados Unidos de América, cuando se propu-
so el empleo de células linfoides humanas (obtenidas de linfomas)
como fuente de interferén alfa. La principal razén para considerar
una c¢€lula maligna humana como substrato para la produccion de in-
terferon era que el producto podia prepararse en grandes cantidades
y, de esa forma, el proceso de fabricacién permitia eliminar los con-
taminantes celulares que podrian convertirse en motivo de preocu-
pacion. Esta actividad de investigacién y desarrollo senté la base de
varios métodos de posible utilidad para garantizar la inocuidad de
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los productos preparados a partir de varios otros linajes celulares
continuos.

A medida que se lograron adelantos en las investigaciones biolo-
gicas basicas en los ultimos diez afios y que se reconocio a todas lu-
ces que las técnicas de DNA recombinante oferecerian una oportu-
nidad para preparar productos bioldgicos que hasta ahora no habia
sido posible fabricar, la utilidad de las lineas celulares continuas
como substratos se convirtio en un hecho aparente. La introduccién
de la tecnologia de hibridoma también avivé el interés en el empleo
de dichas lineas. Como resultado, se celebré en Europa y en Améri-
ca del Norte una serie de reuniones para explorar mds el tema. Va-
rios grupos prepararon productos de distintas lineas celulares para
ensayos clinicos y algunas autoridades nacionales de control comen-
zaron a aprobar el uso experimental de los mismos. En época mas
reciente, las autoridades nacionales de control han concedido la de-
bida autorizacién a ciertos productos (como interferén preparado a
partir de células linfoides, anticuerpos monoclonales y vacunas an-
tirrdbica y antipoliomielitica inactivadas). Ademads, el Comité de Ex-
pertos de la OMS en Patrones Bioldgicos aprob6 en 1981 el uso de
linajes celulares continuos no tumorigenos y exentos de virus para la
produccién de la vacuna antipoliomielitica inactivada. De hecho,
desde 1978 la tendencia general ha sido aceptar los linajes celulares
continuos para la produccion de varias sustancias biolégicas. Sin em-
bargo, cuando se reuni6 un grupo de consultores para considerar la
preparacién de pautas de la OMS para la vacuna antihepatitis B, pro-
ducida por técnicas de DNA recombinante en lineas celulares conti-
nuas, se sefiald la conveniencia de que la OMS reuniera a un grupo
de expertos para considerar los asuntos relacionados con el empleo
de células eucaridticas y procariticas para la elaboracién de produc-
tos bioldgicos, prestando particular atencién a los posibles riesgos
del DNA contaminante, con el fin de ofrecer orientacion en el dm-
bito internacional sobre la aceptabilidad de varios substratos celula-
res y estrategias de produccién. Por tanto, el Director General reu-
nié a un Grupo de Expertos en Sustancias Bioldgicas para que ase-
sorara a la OMS en estos asuntos.

Los documentos basicos que conteman informacion experlmen-
tal y tedrica se sometieron a debate y llevaron a formular las conclu-
siones que se incluyen en una seccién posterior de este informe (sec-
cion 3). Un motivo de profunda preocupacion era el riesgo de ma-
lignidad a largo plazo que representaba el DNA contaminante hete-
rogéneo, especialmente si contenia secuencias codificadoras o regu-
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ladoras posiblemente oncdgenas. Esta tue una verdadera preocupa-
cién porque muchas personas sanas, inclusive lactantes, podrian ser
vacunadas con productos derivados de linajes celulares continuos o
recibirlos en otra forma.

Se ha comprobado la inocuidad de ciertos linajes celulares con-
tinuos como substratos para la produccidn de sustancias bioldgicas.
Por ejemplo, se ha preparado una vacuna contra la fiebre aftosa a
partir de virus inactivados en la linea celular BHK-21 y se estima
que en los proximos veinte afios se administraran mas de 100 millo-
nes de dosis al ganado. En la inspeccion de la canal de las reses sa-
crificadas no se han observado efectos nocivos atribuibles a la vacu-
na, lo que indica que, a corto plazo (de dos a cuatro afios), esta va-
cuna ha sido inocua. Aunque la experiencia clinica con sustancias
bioldgicas producidas para uso humano en linajes celulares conti-
nuos ha sido mds reciente y mds limitada que la experiencia con pro-
ductos veterinarios, se.observé que en un periodo de tres afios a par-
tir de 1983, ya se habian administrado a la poblacién infantil unos
19 millones de dosis de vacuna antipoliomielitica inactivada produ-
cida en células Vero.

2. ASUNTOS CONSIDERADOS POR
EL GRUPO DE ESTUDIO

El Grupo de Estudio tratd asuntos de dos clases: primero, la acep-
tabilidad de elaborar un producto bioldgico en un nuevo sistema ce-
lular cuando ya se fabrica el mismo producto genérico con un méto-
do aprobado (véase el inciso a infra), y segundo, el riesgo relaciona-
doo con ciertas clases de posibles contaminantes del producto, inclu-
sive DNA contaminante heterogéneo (véanse los incisos b-f infra),
virus (véase g infra) y proteinas transformadoras (véase el inciso
h infra).

Las preguntas especificas discutidas por el Grupo de Estudio fue-
ron las siguientes:

a) ;Qué postura se debe adoptar respecto de la aceptabilidad de
un producto elaborado en una linea celular continua cuando existen
otros meétodos de produccidn en otro sistema celular? Por ejemplo,
el interferdn alfa se puede producir en Escherichia coli, asi como en
células linfoides humanas y la vacuna contra la hepatitis B se puede
elaborar a partir de plasma humano y en levadura, asi como en li-
neas celulares continuas.



b) (Existe una cantidad absoluta de DNA por dosis de produc-
to (o dosis acumulada en el caso de sustancias biolégicas adminis-
tradas a repeticion) por debajo de la cual la probabilidad de un efec-
to bioldgico es tan poca que es realmente nula? ;Mejoraria el trata-
miento con nucleasa la confianza en la inocuidad del producto o sen-
cillamente seria otro motivo de preocupacién, quizd mucho mayor
que la que causa el DNA? ‘

¢) (Qué tipo de DNA debe ser el centro de atencién en las prue-
bas para cuantificar el DNA en un producto o en una etapa dada del
proceso de elaboracidon? Si se emplean secuencias reguladoras para
construir Ja célula recombinante ;se deberia tratar especificamente
de buscar esas secuencias?, ;son adecuadas como sonda genérica las
secuencias muy repetitivas y dispersas, como A/u en el DNA huma-
no?

d) ;Son las secuencias viricas, si es que existen en un determi-
nado linaje celular, motivo de particular preocupacion o se pueden
considerar en sentido-genérico con el resto del DNA celular?

€) (Cudles son los modelos experimentales preferidos para de-
terminar el potencial de transformacién del DNA de las células con-
sideradas para empleo vy cuanto deben durar esos estudios?

5} (Qué tan valiosos son los estudios de comprobacion de la ca-
pacidad que existe en el proceso de elaboracién para eliminar o inac-
tivar los virus indeseables y el DNA en comparacion con los estu-
dios del producto acabado?

g) (Son adecuados los procedimientos de deteccion de los virus
importantes incluidos en los requisitos de la OMS para la caracteri-
zacién de lineas celulares continuas? 7

h) (Se deben caracterizar los linajes celulares continuos segun
la capacidad que tengan de producir proteinas transformadoras?
(Cuales son los sistemas preferidos de valoracion? Si se encuentran
proteinas transformadoras ;qué tanto es el riesgo para el receptor del
producto y qué concentraciones serian aceptables?

i) (Qué criterios de pureza conviene aplicar al producto acaba-
do para poder garantizar la aceptabilidad en forma razonable?

3. DISCUSION Y CONCLUSIONES

Varias caracteristicas convierten las lineas celulares continuas
en sustratos particularmente apropiados para la produccion de una
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amplia gama de sustancias bioldgicas para uso humano, entre las que
s¢ destacan las siguientes:

— bajo costo (en relacidén con otros sustratos de mamiferos tales
como células primarias, que se deben someter a pruebas intensi-
vas en cada cosecha);

— posibilidad de evitar el empleo de primates como fuente de célu-
las primarias para produccion;

— capacidad de preparar, normalizar y almacenar semillas celulares;

— facilidad de preparar cultivos en suspension en gran escala;

— susceptibilidad a la infeccién por diversos virus de importancia
para el hombre;

— relativa facilidad de integracion con los plasmidios de DNA re-
combinante v clonacién subsiguiente de sustancias transformado-
ras de alto rendimiento;

— buenas posibilidades de elaboracion correcta de proteinas de ma-
miferos codificadas por el DNA transferido, lo que mejora la pro-
babilidad de que el producto tenga una conformacion correcta;

— secrecion (con o sin manipulacién genética) de productos al
medio.

Estas propiedades no sélo son importantes para la produccidn de
sustancias biologicas en los paises desarrollados, sino que pueden fa-
cilitar mucho la transferencia de la capacidad de produccion de va-
cunas a los paises en desarrollo, lo que constituye una importante
meta de la OMS.

Sin embargo, el uso de sustancias bioldgicas producidas en lineas
celulares continuas puede exponer al hombre a varios riesgos. Antes
de proceder a su explicacion y analisis, el Grupo de Estudio exami-
no algunos asuntos generales relacionados con la aceptacion de nue-
vas sustancias bioldgicas.

3.1 Evaluacion del riesgo en las actividades de investigacion y
desarrollo

Existen varios escalones importantes en la evolucion de un crite-
rio nuevo de la teoria a la practica. El primero es la evaluacién de
los riesgos que tiene o podria presentar para el ser humano un nue-
vo medicamento, una vacuna o un substrato celular. En la mayoria
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de los paises, si no en todos, se exigen datos de inocuidad antes de
administrar un nuevo medicamento o producto bioldgico a sujetos
humanos en el medio clinico. En realidad, se han establecido nor-
mas éticas nacionales e internacionales para proteger al ser humano
contra riesgos desmedidos durante las fases de experimentacién con
nuevos productos terapéuticos y profilacticos. Antes de aprobar los
productos preparados a partir de lineas celulares continuas para uso
en seres humanos, varios comités analizaron los riesgos y beneficios
que implican teniendo €n cuenta no solo los datos en pro de la ino-
cuidad del producto, sino también sus beneficios relativos en com-
paracion con los de los ya existentes. Antes de seguir adelante con
los estudios clinicos efectuados en sujetos humanos, esos comités
cvaluaron la inocuidad de cada producto segun los datos a su dispo-
sicién, considerando la capacidad que existe en varias etapas del pro-
ceso de elaboracion de retirar e inactivar sustancias: contaminantes
posiblemente nocivas. Algunas autoridades nacionales de control de-
cidieron que convenia proseguir los estudios experimentales en su-
jetos humanos. Los comités de estudio clinico y, -en algunos casos,
las autoridades nacionales de control, llegaron a la conclusidn de que
era razonable seguir estudiando en el ser humano varios productos
preparados con lineas celulares continuas. No esperaban que el em-
pleo de dichos linajes tuviera ningin riesgo palpable para el hom-
bre. Seria contrario a los conceptos bdsicos de la medicina exponer
a sabiendas al riesgo de cdncer a pacientes con enfermedades graves
0 a personas sanas, particularmente cuando existen sustitutos de mu-
chos de los productos que hoy en dia se fabrican de lineas celulares
continuas u otros que pronto recibirdn aprobacion. La opinidn ge-
neral de los grupos que han considerado estos asuntos hasta ahora es
que, cualesquiera que hayan sido los riesgos potenciales, los datos so-
bre la inocuidad de los productos justifican su aceptacmn Sin em-
bargo, es prudente mantenerse alerta en cuanto a los riesgos impre-
vistos y considerar la posibilidad de efectuar los debidos estudios de
seguimiento a largo plazo de grupos de receptores de esos nuevos pro-
ductos, a medida que se generalice su uso. Teniendo esto en cuenta,
el Grupo de Estudio llegd a la conclusion de que la decision bdsica
sobre la inocuidad de un producto elaborado a partir de-lineas celu-
lares continuas se debe adoptar en el momento de aprobar el primer
ensayo clinico. Ese criterio inicial debe modificarse sélo si se presen-
tan ulteriormente datos nuevos y pertinentes.
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3.2 Productos fabricados con otros métodos

El Grupo de Estudio también considero la aceptabilidad del em-
pleo de lineas celulares continuas para la elaboracién de productos
como el interferén alfa, la vacuna antipoliomielitica v la vacuna an-
tihepatitis B, que se pueden producir por otros métodos. Tanto los
individuos como la sociedad tienen que elegir continuamente cuan-
do se trata de la inocuidad relativa y los beneficios de los productos.
La seleccién de grados de inocuidad aceptable entre varias posibili-
dades ha tenido un papel importante en la historia de la preparaciéon
de productos bioldgicos v ha incluido la consideracién de asuntos
como cuales deben ser las cepas viricas o los substratos celulares que
se han de usar para la produccién de vacunas.

El Grupo de Estudio concluyd que, cuando existen datos fiables
sobre la inocuidad de un producto preparado de lineas celulares con-
tinuas, aquél debera considerarse aceptable. La existencia de un pro-
ceso de elaboracion aprobado del mismo producto en otro sistema
celular no se considera pertinente para aceptar o rechazar un pro-
ducto derivado de una linea celular continua. Cada producto debe
valer por sus propios méritos en lo que respecta a inocuidad y efica-
cla.

3.3 Posibles riesgos de las sustancias biologicas producidas en lineas
celulares continuas

Los principales riesgos que puede tener el uso de sustancias bio-
logicas producidas en lineas celulares continuas se dividen en tres
clases: DNA contaminante heterogéneo, virus v proteinas transfor-
madoras. A continuacién se resume la evaluacién del riesgo de cada
uno. En los anexos | y 2, respectivamente, se han incluido explica-
ciones mds amplias sobre el DNA contaminante heterogéneo y las
proteinas transformadoras.

3.3.1 DNA contaminante heterogéneo

El Grupo de Estudio concluy6 que, basandose en los datos expe-
rimentales a su disposicion, el riesgo relacionado con el DNA con-
taminante heterogéneo en un producto derivado de lineas celulares
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continuas es insignificante cuando la cantidad de DNA es de 100 pg
o menos en una dosis dnica administrada por via parenteral. En la
evaluacion de la inocuidad de cualquier producto en lo que respecta
al DNA se debe tener en cuenta: @) la eliminacidén de la actividad bio-
logica del DNA en diversas etapas del proceso de elaboracién y b) la
reduccion de la cantidad de DNA durante la purificacion del pro-
ducto en dicho proceso. Se puede considerar que un producto deter-
minado es inocuo a partir de datos fiables sobre cualquiera de estas
dos operaciones, o ambas. Puesto que hay muy pocas probabilida-
des de que se produzca un efecto biologico con 100 pg de DNA con-
taminante heterogéneo por dosis del producto administrada por via
parenteral, el tratamiento de productos con nucleasa durante la ela-
boracién quiza crea mas preocupaciones que las que resuelve.

El empleo de secuencias especiales de DNA, como secuencias re-
guladoras viricas, en la construccion de células recombinantes se con-
sidera aceptable porque no se ha comprobado que dichas secuencias
representen ningun otro riesgo distinto del que acarrea el DNA ce-
lular contaminante heterogéneo en general. Sin embargo se debe
confirmar el proceso de elaboracién para demostrar que esas secuen-
cias no se concentren durante la cosecha o en otras etapas importan-
tes. Es de esperar que los productos de DNA recombinante se some-
tan a estricta purificacién-y que la cantidad de DNA por dosis sea
menos de 100 pg; en algurlos casos, puede llegar a ser indetectalle.

Cuando existen posibilidades de que un producto se contamine
con DNA con importante actividad bioldgica, deberd tratarse de de-
tectar el DNA mediante técnicas apropiadas, algunas de las cuales se
explican en el anexo 1. Se esta tratando de introducir técnicas mas
modernas de deteccion del DNA.

Por muchos afios se ha recurrido a la técnica de agentes viricos
inactivantes para la preparacion de vacunas inocuas y eficaces con-
tra la poliomielitis, la rabia y la hepatitis B. Algunos datos indican
que dichos agentes pueden destruir también, la actividad biologica
del DNA, con lo que aumenta la confianza en la inocuidad de esas
preparaciones aun cuando la cantidad de DNA en una dosis paren-
teral del producto sea superior a 100 pg. Sin embargo, el Grupo de
Estudio concluy6 que se necesitaban datos mas especificos sobre los
efectos de estos agentes inactivantes en las condiciones del proceso
de elaboracion con el fin de derivar conclusiones firmes sobre su po-
tencial para inactivar el DNA.
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3.3.2 Virus

El Grupo de Estudio analizd el riesgo que pueden tener para el
receptor humano los productos fabricados en células que contengan
agentes viricos. Estos agentes pueden ser virus completos con patro-
nes conocidos de duplicacién como el virus 40 de los simios (SV 40),
particulas viricas como los retrovirus del tipo A que se pueden ob-
servar en el microscopio electrénico y genomas viricos persistentes
o partes de éstos, por ejemplo, los de los virus de la hepatitis B y de
Epstein-Barr. Las células se pueden dividir en tres clases, segin su
potencial como portadoras de agentes viricos patégenos para el ser
humano:

Alto riesgo: Células de la sangre y de la médula 6sea de pri-
mates humanos y no humanos y células de ca-
prinos y ovinos; hibridomas cuando por lo me-
nos uno de los miembros de fusion proviene de
primates humanos o no humanos.

Mediano riesgo: Células no hematdégenas de mamiferos, como
fibroblastos y células epiteliales.

Poco riesgo: Células diploides humanas y células de tejido
aviar.

Al hacer estas distinciones en cuanto al riesgo, cabe tener en cuen-
ta los siguientes puntos:

a) Los linfocitos humanos y los macréfagos pueden ser porta-
dores de virus latentes, como los retrovirus humanos, que se pueden
activar cuando las células quedan expuestas a factores estimulantes
del crecimiento durante cultivo in vitro. La existencia de retrovirus
infecciosos para las células humanas coloca a las células hematége-
nas de primates no humanos en el grupo de alto riesgo. Si se em-
plean leucocitos humanos primarios para la produccién de interfe-
ron o de otras sustancias biologicas, debe demostrarse que en el pro-
ceso de elaboracidn se inactivan los retrovirus humanos conocidos.
Ademas, sera importante examinar los productos fabricados en cé-
lulas no hematdgenas de primates para determinar si contienen vi-
rus patogenos para el hombre y que pueden ser alojados por las es-
pecies de las que se tomaron las células en un principio. Se ha de-
mostrado que las células de caprinos y ovinos se contaminan a me-
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nudo con lentivirus y con «virus lentos» relacionados con las ence-
falopatias espongiformes subagudas.

b) En los tltimos veinte afios se han empleado células renales
primarias de monos para producir millones de dosis de la vacuna an-
tipoliomielitica y aunque se descubrieron virus latentes como el vi-
rus 40 de los simios en esas células, se introdujeron medidas de con-
trol para eliminar cualquier riesgo relacionado con la fabricacién de
vacunas en células qué contenian esos virus endégenos. Quiza se ne-
cesiten otros testigos a medida que se descubren nuevos agentes viri-
COS. - '

¢) Las lineas continuas de células no hematdgenas de primates
humanos y no humanos pueden contener virus o tener genes viricos
integrados a su DNA. En todo caso, la expresién del virus puede
ocurrir en las condiciones existentes en los cultivos in-vitro.

d) Se sabe que los tejidos y las células de los roedores y las aves
alojan virus, pero no se ha comprobado que los productos prove-
nientes de esas fuentes transmitan enfermedades al ser humano. Por
ejemplo, por muchos afios. se han producido grandes cantidades de
vacunas contra la fiebre amarilla y el sarampion y de vacunas de vi-
rus vivos contra influenza en huevos que contienen virus de leucosis
aviar, pero no se ha comprobado que esos productos hayan tenido
efectos nocivos en su larga historia de empleo para la inmunizacion
humana. Por otra parte, los virus de la coriomeningitis linfocitica y
de la fiecbre hemorrégica que alojan los roedores han causado enfer-
medades en el hombre por infeccion directa. -

e) Por mds de diez afios se han empleado fibroblastos d1p101des
humanos para la producmon de vacunas y, aunque en un principio
se expresé preocupacmn por la posibilidad de que las células contu-
vieran un virus humano latente, no se ha encontrado todavia este
agente y las vacunas producidas de esta clase de células han sido ino-
cuas. :

Teniendo en cuenta esta clasificacidn de las células segun su po-
tencial para transmitir virus patogenos para el ser humano, el Grupo
de Estudio reconoci6 que los productos fabricados de los diversos ti-
pos de células citados causan diferentes grados de preocupacion vy,
por tanto, deben someterse a pruebas distintas. Sin embargo, se su-
brayé que cuando se emplean lineas celulares diploides o continuas
para la produccién, hay que usar un sistema de lotes de semillas ce-
lulares y que la célula debe clasificarse segtn se indica en los requi-
sitos fijados por la OMS. La identificacién de virus, viroides y es-
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tructuras similares debe constituir una parte importante de la carac-
terizacion de esos bancos celulares. Por ejemplo, se habra de prestar
mucha atencidn a la posible presencia de RNA contaminante simi-
lar a un viroide, como el agente Delta, y emplear métodos apropia-
dos para detectarlo.

Cuando se examinan lineas celulares de roedores o de aves para
determinar la presencia de virus, deberan acentuarse mucho en la
evaluacion del riesgo los resultados de los estudios en que se trata de
efectuar la transmision a células o animales seleccionados como ob-
Jetivo. El riesgo para el ser humano no se debe determinar #nica-
mente basdndose en pruebas ultraestructurales de la presencia de
agentes viricos en las células.

Puede haber ciertos agentes microbianos todavia no descubier-
tos, para cuya deteccion no existen pruebas ni medios. Sin embargo,
durante la larga historia de empleo de animales, tejidos y células para
fabricacion de productos para administracién al ser humano, los ra-
ros casos de contaminacidn virica descubiertos se han debido a la ac-
tivacién de virus latentes conocidos, ya sea en el material empleado
para fabricacién o en el producto propiamente dicho, y no a «nue-
vos» agentes que transmiten la enfermedad al ser humano.

El Grupo de Estudio subravé la importancia de confirmar la ca-
pacidad que existe en un proceso de elaboracién para eliminar e inac-
tivar los virus que pueden representar un riesgo para el ser humano
cuando se propone el uso de células o de lineas celulares portadoras
de esos virus para la fabricacion de sustancias biolégicas para admi-
nistracion al hombre. Como sucede con el DNA contaminante hete-
rogéneo, debe establecerse un amplio margen de seguridad en cual-
quier proceso de inactivacién o purificacién. Ademds, las células del
ser humano o de animales con enfermedades de origen desconocido
y las células de animales que puedan contener «virus lentos» no se
deberdn emplear para producir sustancias bioldgicas para adminis-
tracién al hombre.

3.3.3 Proteinas transformadoras

El riesgo aparente de las proteinas codificadas con encégenos se
limita a los factores de crecimiento, ya que esas son las inicas pro-
teinas que pueden ejercer efectos biolégicos por medio de la super-
ficie celular. Las células empleadas para producir sustancias biologi-
cas pueden secretar factores del crecimiento, pero los riesgos de esos
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factores son limitados, ya que sus efectos de activacion del crecimien-
to son de ordinario transitorios y reversibles, no se duplican y mu-
chos se inactivan rapidamente in vivo.

Por lo comun, los factores del crecimiento no parecen ser onco-
genos. Dada la cantidad de factores del crecimiento conocidos que
segregan las células de cultivo, seria necesario recogerlos del medio
de cultivo antes de que puedan tener actividad bioldgica ir vivo. Sin
embargo, en circunstancias excepcionales las factores del crecimien-
to pueden contribuir a la oncogénesis, pero aun en esos casos, los tu-
‘mores al parecer siguen dependiendo de la continua administracion
del factor respectivo.

En resumen, el Grupo de Estudio no consider6 que la presencia
de factores del crecimiento conocidos de accidn contaminante en las
concentraciones en que se encuentran de ordinario constituyan un
grave riesgo para la preparacién de productos biol6gicos a partir de
lineas celulares continuas.

3.4 Conclusiones genérales

Aunque es posible estimar un limite maximo de contaminacién
de un producto acabado con DNA heterogéneo y todos los experi-
mentos notificados indican que las cantidades de DNA expresadas
en picogramos son biolégicamente inactivas en varias pruebas, no se
puede afirmar que en los productos derivados de lineas celulares con-
tinuas haya completa ausencia de DNA o del riesgo que implica, asi
como tampoco se puede afirmar eso respecto de los productos deri-
vados de cultivos de células primarias y diploides. Sin embargo, se
considera que hay muy pocas probabilidades de que el DNA de li-
neas celulares continuas o de otros sistemas celulares produzca ma-
lignidad y otras enfermedades. Ademads, existen métodos comproba-
dos y eficaces para preparar productos inocuos. Por ejemplo, con me-
todos apropiados de purificacion e inactivacién se ha podido prepa-
rar una vacuna antihepatitis B inocua de sangre de pacientes infec-
tados, aunque esa fuente de material implica riesgos muy grandes.
Muchas autoridades nacionales de control han aprobado esas vacu-
nas antihepatitis B porque algunos datos fiables muestran que el pro-
ceso de elaboracién ha resultado en productos inocuos y eficaces que
se ajustan a los requisitos de la OMS.

Se subray6 la importancia de comprobar la eﬁcacm con que se
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inactiva y/o elimina material indeseable como DNA celular y virus
en diversas etapas del proceso de elaboracion. La comprobacién de
la capacidad que existe en el proceso para elaborar un producto con
ciertas especificaciones y la determinacion de la seguridad de dicho
proceso son esenciales para sentar la base de una sustancia bioldgica
aceptable derivada de lineas celulares continuas. Una vez que se ha
comprobado el proceso y determinado la seguridad de la produccion,
bastardn pruebas limitadas apropiadas para cada producto, como se
ha venido haciendo con las sustancias bioldgicas en épocas pasadas.
Se observd que éste es el método propuesto en los requisitos de la
OMS para la vacuna antihepatitis B producida con técnicas de DNA
recombinante.

El Grupo de Estudio concluyé que, en general, las lineas celula-
res continuas son aceptables como sustratos para la produccion de
sustancias bioldgicas, pero que es preciso tener en cuenta las diferen-
cias en la naturaleza de esos productos y en las caracteristicas de los
procesos de elaboracién al adoptar decisiones sobre la aceptabilidad
de un producto determinado. Por tanto, no hay razén para dejar de
considerar los linajes celulares continuos como sustratos para pro-
ductos bioldgicos. En ese sentido, el Grupo de Estudio concordé con
las medidas tomadas hasta la fecha por los comités, mediante las cua-
les se aprueba el uso de varios productos derivados de lineas celula-
res continuas solo después de comprobar que el producto provenien-
te del proceso de elaboracidon respectivo no presente ninguin riesgo
detectable que pueda atribuirse al sustrato celular.

Ademas de las que va existen en el mercado, se produciran mu-
chas otras sustancias bioldgicas a partir de lineas celulares continuas.
Estas se pueden agrupar, en términos generales, en tres clases: vacu-
nas, proteinas bioldgicamente activas y anticuerpos monoclonales.
La dosis y la frecuencia de administracién de esos productos puede
variar mucho en los tres grupos principales, asi como dentro de un
grupo. Eso subraya la importancia de tener en cuenta los detalles es-
pecificos de un producto, como la dosis y la via y la frecuencia de
administracion, al tratar de determinar la capacidad que existe en el
proceso de elaboracidon para ofrecer un producto inocuo.

Se considerd que los riesgos del DNA contaminante heterogéneo
eran insignificantes en las preparaciones administradas por via oral.
El principal requisito fijado para esos productos es la eliminacién de
virus contaminantes y de proteinas toxicas. Si se siguen los princi-
pios de fabricacion establecidos por el Grupo de Estudio para los pro-

17



ductos que se administran por via parenteral, se reducira mucho el
riesgo proveniente de la administracién oral de los mismos.

4. RECOMENDACIONES

1. La OMS debe fomentar el establecimiento de varios bancos
de semillas de lineas celulares continuas para ayudar a los Estados
Miembros y a los fabricantes, cuanso asi lo soliciten, a establecer ban-
cos celulares de trabajo que se ajusten a los requisitos fijados por la
OMS para la caracterizacion de lineas celulares continuas destina-
dos a la produccién de sustancias bioldgicas.

2. La OMS debe tomar todas las medidas posibles para fomen-
tar la sustitucién de sustancias biolégicas derivadas de tejidos neu-
rales con otras derivadas directamente de cultivos celulares, inclui-
dos las lineas celulares continuas o preparadas mediante tecmcas de
DNA recombinante.

3. La OMS debe fomentar y coordinar estudios para determi-
nar el efecto de varios agentes inactivantes, como la propiolactona y
la formalina, en la actividad bioldgica del DNA. '

4. Las autoridades nacionales de control deben considerar el es-
tablecimiento de grupos multidisciplinarios para que las asesoren en
lo relativo a la inocuidad y la aceptabilidad de las sustancias produ-
cidas con técnicas bioldégicas modernas, ya que los asuntos respecti-
vos son a menudo nuevos y complejos 4 exigen el juicio colectlvo de
expertos de distintas disciplinas.

5. El Grupo de Estudio reconoce que los asuntos considerados
en este informe, especialmente la transformacion maligna de las cé-
lulas humanas, son campos de investigacion que avanzan a paso ace-
lerado. Por tanto, recomienda que-la Secretaria de la OMS observe
detenidamente los futuros acontecimientos en este campo y le soli-
cite al Director General que retna a grupos de c1ent1ﬁcos cuando lo
estime conveniente.
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- Anexo 1
DNA CONTAMINANTE HETEROGENEO

El principal riesgo que implica el DNA contaminante heterogé-
neo en preparaciones biolégicas para uso humano se refiere a su po-
sible actividad patogena. Después de considerar los datos disponi-
bles y los calculos del potencial tumorigeno de las concentraciones
residuales de DNA, el Grupo de Estudio concluyé que el riesgo que
presenta el DNA contaminante heterogéneo es insignificante en con-
centraciones de 100 pg o menos en dosis aplicables por via parente-
ral. Ese valor se basa en los resultados experimentales obtenidos en
ensayos en los que se determind la actividad patdgena de las secuen-
cias de DNA en animales susceptibles. Se examinaron las siguientes
secuencias de DNA:

— DNA de virus oncogenos, inclusive virus polioma, virus 40 de los
simios, adenovirus y virus del sarcoma de Rous;

— DNA gendmico clonado de virus de la hepatitis B;

— DNA cromosémico de células tumorales y de genes c-ras mutan-
tes clonados.

DNA de virus oncégenos, inclusive virus polioma, virus 40 de los si-
mios, adenovirus y virus del sarcoma de Rous

El DNA virico inyectado a animales de experimentacidn es leve-
mente oncégeno (cuadro 1). Los resultados se pueden resumir de la
manera siguiente:

Virus polioma

La inyeccién de 0,5 a 2 ug de DNA de virus polioma en hamste-
res o ratas recién nacidos produjo tumores en 10 %-80 % de los ani-
males (I-3).

Virus 40 de los simios

La inyeccién subcutdnea de 1 6 2 ug de DNA de virus 40 de ios
simios a hamsteres recién nacidos ocasioné sarcomas en 33 %-55 %
de los animales (2, 4).

Adenovirus
Se informo que dosis de 3 a 5 ug de DNA de adenovirus de los
simios causaron tumores en hamsteres recién nacidos y de 21 dias
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(5, 6). La inyeccién en hamsteres recién nacidos de 4 ng de DNA de
adenovirus 12 humano o una cantidad equivalente del fragmento de
DNA transformador clonado resulté en oncogénesis en 2 de 50 ani-
males (7).

Virus del sarcoma de Rous

Una inyeccién de 2 pug de un fragmento de DNA provirico sub-
genomico del virus del sarcoma de Rous que contenia el gene src vi-
rico aplicada a pollos en la membrana de las alas causé tumores en
un 65 por 100 de esos animales (8). Los tumores comenzaron a de-
saparecer al cabo de varias semanas.

Estos y otros resultados indican que el DNA de virus oncdgenos
puede inducir tumores en animales, pero, de ordinario, sélo cuando
se inyecta en dosis que oscilan entre 1y 10 pg.

DNA genémico clonado del virus de la hepatitis B

Una inyeccién intrahepdatica de 5 ng de DNA clonado del virus
de la hepatitis B aplicada a chimpancés caus6 hepatitis B, pero una
inyeccién intravenosa de ese DNA no tuvo ningin efecto (9).

DNA cromosomico de células de tumores y de genes c-ras mutantes
clonados

Recientemente se han realizado en varios laboratorios experi-
mentos con DNA cromosémico de células tumorales y con genes ras
clonados; unos ya se han concluido y otros estdn todavia en marcha
(cuadro 2). Hasta ahora-todas las pruebas han sido negativas, tanto
con el DNA cromosomico aislado de células T24 de carcinoma de la
vejiga urinaria como con genes H-ras o K-ras activados clonados, al
menos durante los periodos de observacion. La cantidad de DNA in-
yectado oscil6 entre 10 y 50 pg de DNA cromosémico y entre 10 y
50 ug de genes ras activados clonados (3, 10).

Calculos relativos a la concentracion de DNA y a su potencial onco-
geno
Los experimentos realizados han permitido demostrar que 2 pg
de DNA del virus polioma o del virus 40 de los simios pueden in-
ducir tumores en cerca de 50 % de los animales sometidos a ensayo.
Si se define 2 pg de DNA como la «dosis oncogenan, la cantidad re-
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sidual de 100 pg de DNA de virus de tumores en una preparacion
bioldgica corresponderia a

100
2x 106

= 0,5 x 104 dosis oncogena.

Sin embargo, el DNA contaminante consiste normalmente en DNA
cromosémico y no en DNA virico puro. Si el DNA cromosémico
contiene un oncégeno activado y hay s6lo una copia por genoma, el
oncégeno representara solo 1/10° del DNA total.! Luego 100 pg de
DNA cromosémico contaminante hetereogéneo contendria
100 x 10-¢ = 10-¢ pg de oncdgeno activado, que corresponde a

10-4
2 x 106

= 0,5 x 10-1° dosis oncogena.

El riesgo relacionado con esta cantidad de DNA es tan poco que se
puede considerar insignificante.

Cabe tener en cuenta varios puntos al estimar el riesgo. Primero,
todos los calculos se basan en la suposicion de que el factor de riesgo
de oncogénesis disminuye en forma lineal al reducirse la concentra-
cion de DNA. Eso quizd no sea necesariamente correcto, ya que una
cantidad de DNA que no tiene ningun efecto biolégico mensurable
en una prueba normal, porque su concentracién es demasiado baja,
puede tener efectos en ciertas condiciones o en ciertos 6rganos o te-
jidos. Segundo, no se ha determinado claramente si el riesgo relacio-
nado con exposicién consecutiva a DNA es acumulativo o no. Ter-
cero, se debe considerar la posibilidad de que las preparaciones de
DNA que no son oncdgenas en sistemas experimentales provoquen
cambios en el ser humano que aumentarian la incidencia de tumo-
res después de prolongados periodos latentes. Cuarto, los experimen-
tos realizados con animales cuyo ciclo bioldgico es corto no permiten
determinar los efectos de las secuencias adquiridas de DNA a largo
plazo. )

Cuantificacion del DNA contaminante heterogéneo o de las secuen-
cias oncégenas

El DNA celular residual de los productos bioldgicos se cuantifica
de ordinario mediante técnicas de hibridacién de acidos nucleicos.
Para esas pruebas se han utilizado las signientes sondas:

1'Si la cantidad de DNA genémico por célula tiene una masa de 10 pg y si un on-
cogeno mide 10 kilobases ( = 10-5 pg), el oncégeno representara 1/10¢ del genoma.
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a) Secuencias muy repetitivas especificas de cada especie que

ocurren en un gran nimero de copias en el genoma celular, como las
secuencias A/u en el DNA humano.

b) Secuencias especificas de los genes de interés que se sabe que

contiene la célula, como las de un virus o un oncdégeno.

Ademas, quiza convenga disponer de una técnica que permita de-

tectar el DNA en general, independientemente de su secuencia.

10.

11.
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Anexo 2

PROTEINAS TRANSFORMADORAS

Las proteinas codificadas por genes celulares transformadores
(c-onc) o por sus versiones mutantes pueden inducir la proliferacion
de muchos tipos celulares diferentes. Algunas proteinas onc ejercen
efectos bioldgicos desde la parte externa de la célula, pero la mayo-
ria tienen Unicamente accion intracelular. Los genes onc se detecta-
ron por primera vez como genes transformadores de los retrovirus
transformadores agudos (I, 2). Durante la evolucion natural se han
conservado muy bien las secuencias de los homologos celulares (pro-
onc) de los oncogenos retroviricos y son similares en los invertebra-
dos y en el ser humano. Muchos homédlogos proto-onc parecen tener
muy poco potencial oncdgeno o casi ninguno. Sin embargo, cuando
se introducen a un vector retrovirico, al menos algunos de los homo-
logos proto-onc regulados en forma indebida o de los genes portado-
res de mutaciones estructurales tienen un potencial oncogeno simi-
lar al de los oncégenos viricos.

Las profundas alteraciones que pueden inducir esos genes en el
crecimiento celular han llevado a preguntarse cual seria el riesgo de
la contaminacién con oncégenos o de sus productos proteinicos para
la formacién de tumores cuando se administran materiales deriva-
dos de células al ser humano. Por consiguiente ;cudles son los peli-
gros teoricos o reales que podrian surgir de las proteinas codificadas
por oncégenos? Ya se han discutido los posibles problemas que sur-
gen de la contaminacion con homélogos proto-onc normales 0 mu-
tantes (3). En esta discusion, el término «oncogenos» abarca cual-
quier gene cuyo producto codificado pueda estimular directamente
la proliferacion celular. Bajo esta amplia definicion se podrdn discu-
tir ciertos factores del crecimiento que se excluirian al usar una de-
finicién ma4s estricta (4, 5). '

Riesgos tedricos del DNA frente a la proteina

Ademads de las diferencias quimicas obvias que existen entre los
dcidos nucleicos y las proteinas, cabe hacer al menos dos distincio-
nes cualitativas importantes entre los genes y sus productos que son
directamente pertinentes por su potencial oncdgeno. Se cree que la
transformacion maligna representa un cambio mds o menos irrever-
sible del estado proliferativo de la célula. En teoria, la administra-
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cién inadvertida de un DNA oncogeno podria causar cambios que
representan este proceso si el gene hubiera sido absorbido por la cé-
lula, ya que la adquisicidn estable de DNA podria llevar a la expre-
sién constitutiva de su proteina onc codificada. Por consiguiente, la
introduccién del gene transformador puede causar un cambio geno-
tipico irreversible en la célula, que resulta en continua exposicion de
ésta a la proteina onc en un sitio bioldgicamente pertinente, ya sea
extracelular o intracelular. En cambio, en teoria, la administracion
inadvertida de proteina es menos peligrosa porque, a diferencia del
DNA, aquella no tiene la capacidad de autorrenovarse. Por tanto, es
posible que sus efectos queden estrictamente limitados por la canti-
dad administrada y que duren s6lo mientras la proteina se mantiene
biol6gicamente activa.

Una segunda diferencia importante es que las proteinas onc ad-
ministradas pueden ser activas sdlo si ejercen sus efectos bioldgicos
por medio de la superficie de la célula, ya que la absorcién celular
de proteinas onc administradas con técnicas normales es tan inefi-
ciente que ni siquiera en teoria podrian lograrse concentraciones in-
tracelulares suficientes para ser bioldgicamente activas (6). Esto sig-
nifica que la mayoria de las proteinas onc no serian potencialmente
oncégenas como contaminantes, ya que casi todas son activas en for-
ma de proteinas intracelulares (por oposicion a las extracelulares).
Por ende, deberan estudiarse con mayores detalles solo las proteinas
onc que tienen actividad extracelular. Sin embargo, los principios ge-
nerales que se indican a continuacion seguiran siendo pertinentes
para considerar los posibles peligros de las proteinas onc de activi-
dad intracelular si se administran en condictones que favorecen su
absorcion celular en forma bioldgicamente activa, por ejemplo, den-
tro de vesiculas unidas por lipidos.

Factores del crecimiento

Las proteinas onc que pueden inducir proliferacion desde la par-
te externa de las células son factores del crecimiento que reciben de
ordinario el nombre genérico de péptidos (7). El factor de crecimien-
to derivado de plaquetas es el prototipo de este grupo de moléculas
que pueden dar una seiial extracelular estimulante del crecimiento
(8, 9). Este grupo también comprende el factor del crecimiento epi-
dérmico, el factor del crecimiento transformador alfa, que esta inti-
mamente relacionado con el anterior, el factor del crecimiento trans-
formador beta, el factor del crecimiento obtenido en fibroblastos, la
insulina, las somatomedinas (factores del crecimiento similares a la
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insulina), la transferrina y el péptido liberador de gastrina (parecido
a la bombesina). Los factores del crecimiento también pueden incluir
moléculas que en un principio no se creia que tuvieran propiedades
de estimulo del crecimiento, como el factor de la necrosis de tumo-
res (10). Los factores del crecimiento se pueden examinar en forma
cuantitativa, ya sea biolégicamente empleando células susceptibles o
por medio de radioinmunovaloraciones especificas.

El virus del sarcoma de los simios es el unico retrovirus transfor-
mador cuyo oncégeno, v-sis, codifica un factor del crecimiento; v-sis
proviene de uno de los dos genes del factor del crecimiento derivado
de plaquetas. En contraste con los productos de la proteina de acti-
vidad intracelular de varios genes transformadores celulares, no se
ha encontrado ninguna forma activada del factor del crecimiento de-
rivado de plaquetas ni de otros factores del crecimiento con mayo-
res propiedades de estimulo de éste (en comparacién con la forma
normal). En particular, el oncogeno v-sis no tiene una mayor activi-
dad transformadora que su homdlogo proto-onc. En ciertas circuns-
tancias fisiolégicas (como en la curacion de heridas o en la forma-
cioén de coagulos siguiente a esta) es posible que haya elevadas con-
centraciones de factores del crecimiento como los derivados de pla-
quetas para inducir localmente proliferacién celular a consecuencia
de una lesion. Es importante notar que los efectos de los factores del
crecimiento son reversibles y que no se ha comprobado que esos fac-
tores sean especificamente mutagénicos. La administracidn inadver-
tida de factores del crecimiento como contaminantes representaria
exposicién a productos expresados en las células normales en ciertas
condiciones fisiolégicas. Pueden formarse tumores sélo si se admi-
nistran en repetidas ocasiones dosis «farmacoldgicas» (es decir, no fi-
sioldgicas) y se supone que al dejar de administrar el factor de cre-
cimiento cesa la formacion de esos tumores.

Cada factor del crecimiento transmite su sefial respectiva por me-
dio de los receptores especificos localizados en la superficie de la cé-
lula. Por tanto, un factor del crecimiento sélo puede obrar sobre las
células que demuestren tener el receptor apropiado. Los.receptores
de muchos factores del crecimiento se encuentran sélo en un sub-
conjunto de células, aunque los del factor del crecimiento transfor-
mador beta estan ampliamente distribuidos; esta distribucién en mu-
chos tipos distintos de células pueden guardar relacién con la multi-
plicidad de funciones aparentes de dicho factor, que se dice que es-
timula la proliferacion celular en ciertas circunstancias y la inhibe
en otras. '
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Como se indicé anteriormente, los factores del crecimiento son
sintetizados fisiolégicamente por las células normales. Su sintesis
puede ser elevada en varios estados patoldgicos y muchas células on-
cogenas sintetizan grandes cantidades de diversos factores (11). Se
ha demostrado que la expresién de ciertos oncégenos cuyas protei-
nas tienen actividad intracelular estimula la secrecién de factores del
crecimiento. La secrecion desmesuradamente elevada de esos facto-
res por las células tumorales con receptores de superficie forman la
base de la hipétesis de que algunos tumores persisten por medio de
un mecanismo autocrino. La mayor concentracién de receptores de
factores del crecimiento, notificada en el caso de algunos tumores,
puede hacer que las células de tumores sean mds sensibles a la in-
duccién del crecimiento por los factores correspondientes por medio
de mecanismos paracrinos o autocrinos (12).

Potencial oncégeno de los factores del crecimiento

No parece que los factores del crecimiento, solos o en conjunto,
puedan inducir por si mismos todo el fenotipo tumorigeno en célu-
las primarias. Sin embargo, una combinacién de esos factores pue-
den hacer que las células no neopldsicas establecidas de roedores lo-
gren independencia con anclaje para fines de crecimiento, fenotipo
que a menudo esta muy relacionado en los fibroblastos con oncoge-
nicidad (/3). Ciertos factores del crecimiento pueden inducir inde-
pendencia con anclaje v crecimiento tumorigeno de algunas células
establecidas (/4).

Los efectos oncogenos de los factores del crecimiento se han de-
mostrado in vivo, pero sélo en circunstancias excepcionales. En una
cepa de ratones con una elevada incidencia de tumores mamarios,
cuyo continuo crecimiento depende en parte de un factor del creci-
miento epidérmico, la extirpacién quirdrgica de las glandulas saliva-
les, que son la principal fuente del factor del crecimiento epidérmico
endogeno, redujo de una manera significativa la incidencia de tumo-
res mamarios (de 62 % a 12 %; 75). La administracién de cantidades
«farmacoldgicas» del factor del crecimiento epidérmico (5 pg por
animal) en dias alternados restituy6 parcialmente (a 3 %) la inciden-
cia normal de tumores. Esos resultados confirman que en esta estir-
pe de ratones la formacion de tumores depende en parte del factor
del crecimiento epidérmico. En otro experimento, al inocular simuil-
tanemente a un ratdn alopécico células independientes del estrégeno
y células dependientes del estrégeno de tumores mamarios, éstas ul-
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timas pasaron a depender de la hormona, quizé por la produccién
de factores del crecimiento autoestimulantes (6).

En los ejemplos anteriores, los factores del crecimiento fueron on-
cégenos en circunstancias en que los animales quizé tenian células
muy anormales; la introduccion de factores del crecimiento quizd re-
presentd s6lo uno de varios cambios importantes que llevaron a la
oncogénesis. El potencial oncégeno del virus del sarcoma de los si-
mios parece ser sumamente limitado, pese a la expresion constituti-
va de v-sis en células infectadas; cuando el virus no induce tumores,
provoca formacién de masas fibroblasticas de crecimiento lento que
no parecen ser localmente invasivas ni forman metastasis (7).

Consideraciones cuantitativas

Aunque algunos factores del crecimiento pueden vincularse espe-
cificamente a las proteinas del suero, la mayoria parecen tener una
vida media muy corta en la sangre (2 minutos en el caso del deriva-
do de plaquetas). Una vida media corta limita mucho los efectos in
vivo. La administracion in vivo del factor del crecimiento transfor-
mador alfa a ratones recién nacidos (que son muy.susceptibles a ese
factor), en dosis subcutdneas diarias superiores a 0,3 ug/g de peso,
acelerd la salida de los dientes incisores y la abertura de los parpa-
dos (conocidos efectos biologicos del factor del crecimiento epidér-
mico), pero con dosis superiores a 0,3 ug/g de peso no se observé nin-
gun efecto en el estimulo del crecimiento (8). Por lo general se ne-
cesitan de 0,1 a 20 ng/ml de un factor del crecimiento para que pue-
da tener efectos importantes en las células susceptibles in vitro, aun-
que algunos, como el factor del crecimiento obtenido en fibroblas-
tos, pueden ser activos en concentraciones de varios picogramos por
mililitro.

Aun las células que segregan grandes cantidades de factores del
crecimiento producen concentraciones méaximas de 50 a 75 ng/ml de
un factor determinado en el medio de cultivo. Por la dilucién en los
humores del cuerpo, seria casi imposible que la administracion del
material diluido que sobrenada tuviera cualquier actividad oncoége-
na detectable in vivo. Sin embargo, pueden surgir varios problemas
si los factores del crecimiento se concentran en el producto de inte-
rés. Parece razonable concluir de momento que una dosis de un fac-
tor del crecimiento de 10 pg diarios por kilogramo de peso no ten-
dria ningin efecto oncégeno, aun en individuos sensibles. El sistema
de tumores mamarios de los ratones (junto con la extirpacion de las
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glandulas salivales) podrian ser una medida provechosa para estu-
diar con mads detalles las diferentes dosis del factor del crecimiento
epidérmico o transformador alfa para obtener informacién mas de-
finitiva sobre los riesgos de la administracién in vivo a un animal
muy susceptible.

Resumen y conclusiones

El riesgo tedrico de las proteinas codificadas por oncégenos se li-
mita a los factores del crecimiento que pueden ser segregados por cé-
lulas en las que se podria fabricar productos biolégicos. Puesto que
esos péptidos no se replican, su efecto es finito. Ademds, sus efectos
son reversibles. De ordinario, los factores del crecimiento no pare-
cen ser oncogenos. Aun en circunstancias en que contribuyen a la on-
cogénesis, parece que se necesita administrarlos repetidamente en
elevadas concentraciones (varios microgramos por kilogramo) para
que puedan servir de cofactores en el proceso carcinégeno vy, al pa-
recer, los tumores resultantes siguen dependiendo de la continua ac-
cién del factor del crecimiento respectivo para poder crecer.
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