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I ABSTRACT

Introduction: Brain tumors are one of the leading cancers worldwide; in the INNN
these are the leading cause of morbimortality. Their histopathologic diagnosis in
some cases may be difficult. Actually in Mexico there are no routine biologic studies
done, in order to start them it's necessary to create international quality controlled
biobanks. Having these tissues allows performing biologic markers studies in the

Mexican population, which will help the diagnosis and prognosis of these tumors.

Materials and methods: With a previously signed surgical consent, a tumor and blood
biopsy was done to 134 patients. Their DNA was extracted and a database was filled
considering technical, ethical and legal aspects. In order to have optimal biologic
material the procedure was standardized between the surgical team and research

laboratory.

Results: The biopsy, transportation, processing and storage were standardized. 134
patients were included (67 men and 67 women) with an average age of 46 years
(range 15-81). The most frequently biopsied tumor was the meningioma (42%). The
integrity of the obtained material was determined by agarose gel electrophoretic

analysis.

Conclusion: The INNN biobank has a standardized system that biopsies, processes
and stores optimum quality biologic material that will be the basis of future molecular

studies.



Il RESUMEN

Introduccion: Los tumores cerebrales figuran entre las primeras causas de cancer a
nivel mundial, en el INNNconstituyen la primera causa de morbimortalidad. El
diagndstico histopatolégico de algunos tumores cerebrales es dificil por su elevada
heterogeneidad. En México no existen estudios moleculares de rutina, por lo que es
necesario implementar biobancos con material biolégico 6ptimo que permitan llevar a
cabo estudios confiables de marcadores moleculares asociados a tumores
cerebrales especificos en la poblacién mexicana, que coadyuvaran al diagnédstico y

pronostico de estas neoplasias.

Materiales y métodos: Previo consentimiento informado, se obtuvobiopsias de
tumores cerebrales y sangre de 134pacientes. Se extrajo el DNA de los tumores y de
las células sanguineas, se elaboré una base de datos con el registro de los datos
generales y clinicos de los pacientes, en base a los estandares internacionales para
la creacion de Biobancos (aspectos técnicos, éticos y legales). Se estandarizé el
procedimiento de obtencion de material biolégico en coordinacion con el quiréfano y

el laboratorio, a fin de contar con material biolégico 6ptimo.

Resultados: Se estandarizé la toma de biopsia, transporte, procesamiento y
almacenamiento de las muestras.Se incluyé 134 pacientes (67 hombres y 67
mujeres) con una edad promedio de 46 afos (rango 15-81). El tumor mas frecuente
fue el meningioma (42%). La integridad del material obtenido se determiné mediante

analisis electroforético en geles de agarosa al 1%.

Conclusion: El biobanco INNN ya cuenta con un sistema estandarizado para la
obtencion de muestras bioldgicas de Optima calidad para realizar estudios

moleculares.



. INTRODUCCION

Los tumores cerebrales representan la neoplasia sélida mas frecuente en nifios y la
séptima causa de morbilidad en adultos. La mortalidad mundial por cancer muestra
un claro patron ascendente y México no es la excepcion a esta tendencia,
habiéndose registrado cuatro veces mas defunciones por neoplasias malignas en el
2000 que en el afo 1992. Los tumores cerebrales representan la décima causa de
muerte por cancer en México, siendo las neoplasias cerebrales mas frecuentes, las
de mayor malignidad. En el Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia (INNN)
se operan alrededor de 10-15 tumores del SNC por semana, siendo esta patologia la

primera causa de internamiento.’

El diagnostico de un tumor cerebral se basa fundamentalmente en el analisis
histopatolégico, pero los avances actuales en biologia molecular empiezan a
identificar marcadores que coadyuvan al diagnéstico certero y al establecimiento del
pronostico de los tumores malignos. En la actualidad, no existen estudios de la
caracterizacion de las alteraciones moleculares de los tumores cerebrales en

mexicanos.>>*

El desarrollo de este trabajo, permitié la estandarizacién de las condiciones
oOptimas para el establecimiento de un banco de DNA de tumores cerebrales, de
acuerdo a los lineamientos internacionales (éticos, biolégicos y legales) que
aseguran la obtencién de material biolégico de éptima calidad. Estos resultados,
serviran de base para la realizacién rutinaria de diagndstico molecular y para el
desarrollo de estudios de investigacidn dirigidos a la caracterizacion de alteraciones
moleculares especificas en pacientes mexicanos, lo cual coadyuvara al
establecimiento de diagndsticos certeros, inferencias pronosticas y al desarrollo de

mejores estrategias terapéuticas.>®



IV.  JUSTIFICACION DE LA INVESTIGACION

No hay estudios de caracterizacion de alteraciones moleculares en tumores
cerebrales de mexicanos, por lo que el establecimiento de un banco de tumores del
sistema nervioso en México fomentara la busqueda de marcadores genéticos

diagndsticos y pronosticos.

V. OBJETIVO

Estandarizar las condiciones oOptimas para crear el biobanco de DNA de tumores
cerebrales del INNN que cuente con el rigor necesario para el desarrollo de estudios

de biologia molecular.

V. MATERIAL Y METODOS

Con la finalidad de crear un biobanco de tejido tumoral en el Instituto que cumpliera
con los estandares internacionales de bioseguridad, ética y aspectos técnicos,
primeramente se obtuvo el consentimiento informado de los pacientes a quienes se
les explicod la naturaleza y objetivo de este estudio.(Ver Anexo 1) Se obtuvieron
muestras biologicas (biopsias de tumores y sangre), que se procesaron para
obtencién de DNA vy criopreservacion para estudios de inmunohistoquimica y se
elabor6é una base de datos con los datos clinicos y de laboratorio de cada paciente

que aceptd donar muestras.

Recoleccion, transporte y almacenamiento de las muestras

Se realizaron sesiones informativas entre el personal involucrado en las areas de
Neurocirugia, Enfermeria y el Laboratorio de Neuroinmunoendocrinologia de este
Instituto, con la finalidad de dar a conocer la logistica del proceso de recoleccion,

transporte y procesamiento de las muestras.



Se establecid un calendario de los dias en que se colect6 muestra. El
Neurocirujano en turno se comunicé a primera hora de la mafiana al laboratorio
avisando acerca de la muestra. En el laboratorio se prepararon al momento 30 ml de
paraformaldehido (PFA) al 2% en tubos de 50 ml y se llevaron al quir6fano junto con

un tanque pequefo con nitrégeno liquido y criotubos suficientes para cada muestra.

Durante la cirugia se tom6 una biopsia del tejido tumoral suficiente para
colocar muestra en un tubo con PFA 2% y en un criotubo perfectamente rotulados.
Los tubos con PFA se colocaron en una gradilla y los criotubos se colocaron en el
tanque con nitrégeno liquido. Simultaneamente, se tomd la muestra de sangre con
los datos del paciente escritos en un tubo recolector. En este momento, la enfermera
de quiréfano se comunicé de nuevo al laboratorio de Neuroinmunoendocrinologia
para recoger las muestras. Dichas biopsias se recogierony se transportaron de
inmediato al laboratorio. Las muestras sanguineas se almacenaron hasta por 24
horas a 4 °C, mientras que las muestras de tejido se almacenaron inmediatamente

en nitrégeno liquido para preservar de manera optima el material biologico.

Las muestras de tejido colocadas en los tubos con PFA 2% se dejaron 12
horas en refrigeracion para una adecuada fijacion y posteriormente se cambid la
solucion del fijador por una solucion de sacarosa al 20% por un periodo de 12 horas.
Transcurrido este tiempo, se retird el exceso de liquido de las muestras, se
obtuvieron piezas pequenas y se impregnaron en TissueTek®, las cuales se
introdujeron 45 segundos en isopentano enfriado con nitrégeno liquido para
congelarlas. Las muestras debidamente etiquetadas se almacenaron inmediatamente
a -70°C en nitrégeno liquido hasta su uso para ensayos de inmunohistoquimica. (Ver

figura 1)



Figura 1. Procedimiento de recoleccion y conservacion de tumores

del SNC. Las muestras se depositan en un frasco con 30cc de PFA
2% (a) y en un criotubo transportado en un tanque con nitrogeno

liquido (b) y se procesan para congelarse y almacenarse (c-e).



Extraccion y purificacion del DNA de los tumores y de células sanguineas

El método consistié en la lisis de 8 ml de sangre o aproximadamente 250 mg de
tejido tumoral mantenido en nitrégeno liquido y homogenizado previamente en
fragmentos pequenos. Posteriormente se agregaron 4 volumenes del reactivo de
lisis, se agitdé por inversibn 4 min y se centrifugd a 2,400 rpm por 5 min. Se
adicionaron 2 ml del reactivo B y 500 pl de perclorato de sodio para precipitar
proteinas. La mezcla se agitd suavemente por inversion y se agregaron 2 ml de
cloroformo para eliminar lipidos y proteinas. Se adicionaron 300 ul de resina para
purificar el DNA y se centrifugé 3 min a 2,400 rpm. Posteriormente se tomé con
mucho cuidado el sobrenadante sin contaminantes de la interfase y se colocé en un
tubo nuevo de 15 ml para anadir seguidamente 10 ml de etanol absoluto. Se
centrifugé 5 min a velocidad maxima y la pastilla resultante se lavoé dos veces con
etanol al 70%. Se eliminod el sobrenadante y la pastilla se dejo secar para finalmente
resuspenderla en 250 yl de agua libre de nucleasas (Nucleon HT Genomic DNA

Extraction Kit,AmershamBiosciencesCorp ®) (Ver figura 2).



Figura 2. Extraccién y purificaciéon de DNA. Se lisaron 8 ml de sangre

(a) agregando 4 volumenes del reactivo de lisis (b). Se agita por
inversion por 4 min y se centrifuga por 5 min (c). Se adicionaron 2 ml
del reactivo B y 500 ul de perclorato de sodio (d). La mezcla se agitd
suavemente y se agrego 2ml de cloroformo (e). Luego se adicionaron
300 ul de resina (f) y se centrifugd. Se toméd el sobrenadante de la
interfase (g) y se colocé en un tubo nuevo para afiadirle 10 ml de etanol
absoluto (h). Se centrifugd 5 minutos a velocidad maxima y la pastilla
resultante (i) se lavé dos veces con etanol al 70%. Se elimin6 el
sobrenadante y se dejo secar la pastilla para finalmente suspenderla en

agua libre de nucleasas (j).

La concentracion y pureza del DNA purificado se determind por (DO2g0/280nm)
y la integridad del material obtenido se determiné mediante analisis electroforético

en geles de agarosa al 1%, los cuales se corrieron 30 minutos a 90 V.



VIl. RESULTADOS

Se obtuvo el consentimiento informado de 134 pacientes que aceptaron participar en
el estudio y se integraron sus datos clinicos en una base de datos con la informacion
basica necesaria (numero de expediente, iniciales, género, edad, diagndstico
transoperatorio e histopatolégico confirmado, fecha de cirugia, muestras de tumores

y de sangre, concentracion de DNA y fecha.

Durante las cirugias de los 134 pacientes el mismo neurocirujano (DMR)
formo parte del equipo quirurgico con el objetivo de garantizar una adecuada toma de
biopsia y procesamiento. Segun el tipo de tumor fue el tamafio de la muestra. En
todas las muestras se obtuvo suficiente tejido para procesarlas con técnica y calidad
optima. Inmediatamente después de tomar la biopsia se transporté la muestra fuera
del campo quirurgico para ser captada por el auxiliar en tres frascos. EIl primero, se
destin6 para el estudio histopatolégico a cargo del Departamento de Patologia del
INNN; en el segundo tubo, la muestra se fij6 con PFA al 2% para estudios de
inmunohistoquimica; y el tercero, se colocé en un criotubo y se congeld
inmediatamente en nitrogeno liquido para la posterior extraccion de DNA.
Simultaneamente se obtuvieron 8 cc de sangre venosa periférica para obtener el
DNA control. Al tener estas muestras completas se transportaron inmediatamente al

laboratorio para su procesamiento y almacenamiento respectivo.

En las figuras 3 y 4 se detalla el resultado del analisis electroforético en geles

de agarosa al 1% de las 134 muestras.



Figura 3. Analisis de la extraccion del DNA de los 134

controles de células sanguineas corridas

electroforéticamente en geles de agarosa al 1%.
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Figura 4. Analisis de la extraccion del DNA de las 134
muestras tumorales corridas electroforéticamente en geles de

agarosa al 1%.

El 50% de las biopsias recolectadas fueron de sexo masculino (67 casos) y el
resto de sexo femenino (67 casos). La edad promedio fue de 46.28 afios con un

rango de 15-81 afos.
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Se clasificaron los diagnésticos histopatolégicos de los tumores segun la
clasificacion de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS). Como detalla la figura 5
los tipos mas frecuentes de tumores que se encontraron fueron aquellos originados

de las células de las meninges, neuroepiteliales y de la hipdfisis.

Metastasis
Regionales 7%

0,
0% Neuroepiteliales
Selares ¥ 2
18%

Quistes .

9 —— .
Linfgr{‘;as , Nervios craneales
.

. 5%
Germinales

0%

Meninges
42%

Figura 5. Distribucién porcentual de la frecuencia de los tipos de tumores

colectados en la construccion del Biobanco del INNN (2009-2010)

En el cuadro 1 se encuentra a detalle la distribucién histolégica de los tumores
almacenados en la base de datos segun la clasificacion de la OMS. Entre los
tumores originados de las células neuroepiteliales predominaron los tumores
derivados de los astrocitos. De los tumores derivados de las meninges los
originarios de las células meningoteliales fueron mas frecuentes que los derivados de
las células mesenquimales. Los tumores mas frecuentes de los derivados de las
células meningoteliales fueron los meningiomas, mientras los de las células
mesenquimales fueron los de histogénesis desconocida (hemangioblastoma).
Dentro de los tumores de células mesenquimales benignos se presenté un lipoma,

mientras de los malignos se registré un condrosarcoma.
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DISTRIBUCION DE LAS BIOPSIAS
ALMACENADAS EN EL BIOBANCO INNN

SEGUN EL ORIGEN DE LOS TUMORES

DEACUERDO A LA CLASIFICACION OMS
Neuroepiteliales

- Astrocitos

- Oligodendrocitos

- Ependimocitos

-  Mixtos

- Plexo Coroides

- Neuronal

- Pineales

- Embrionarios
Nervios espinales y craneales

Meninges
Células Meningoteliales

- Meningiomas

- Atipicos

- Anaplasicos
Células Mesengquimales

- Benignos

- Malignos

- Melanocitos

- Histogénesis desconocida
Hematopoyéticos o linfomas
Células germinales
Quistes tumorales
Selares
Regionales con extension local
Metastasis

\\Q%

olo|Nrlolrlvo a

Cuadro 1. Tabla general de la distribucion de las
biopsias obtenidas, procesadas y almacenadas en
el Biobanco INNN de acuerdo a la Clasificacién de
Tumores del SNC segun la OMS (2007).
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VIIl. DISCUSION

La creacién de biobancos es un proyecto que ha sido impulsado exitosamente en
paises desarrollados por el potencial de datos que pueden obtenerse a partir de las

muestras colectadas.>®’

El Banco Nacional de Especimenes de Investigacion
Neuroldgica de la VAMC-UCLA, formado desde 1961; hoy en dia es el biobanco mas
grande de su género y el de mayor diversidad de muestras reportado en la

literatura.>®

En México, el Instituto Mexicano de Seguridad Social formé hace 20
afos un banco de DNA de diversos tejidos para la realizacion de mapeos genéticos y

como auxiliar diagnéstico.®

La creciente necesidad de nuevas y mejores técnicas clinicas, diagndsticas y
terapéuticas han impulsado la investigacion biomédica. Esto ha hecho una mayor
conciencia médica y social acerca de la importancia de la formacion de bancos de
tejidos para su estudio, provocando un importante aumento en el numero de bancos
de tejidos alrededor del mundo.” A su vez este crecimiento ha visto la necesidad de
formar bancos secundarios, los cuales se caracterizan por administrar los recursos
(muestras y bases de datos) de los bancos de una regiontal como es el caso del UK
DNA Banking Network (UDBN).""-*3

Esta organizacion ha permitidoestablecer los requisitos parasatisfacer los
Cddigos de Conducta Internacionales y a su vez se ha hecho mencion de
losproblemas mas comunes en la formacién de un banco de tumores.®'
'®Comoresultado hay una clara mejoria en la calidad de las muestras de esta década
respecto a la anterior.”® Todos estos factores sumados permiten que la sociedad
perciba un sistema organizado, con consideraciones éticas y legales, que les brinda
la confianza de que las muestras sean estudiadas de manera adecuada; impulsando

un sistema de donadores, investigadores e inversionistas.??°
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Los estudios de biologia molecular utilizan biomarcadores y tecnologia de
punta para estudiar la relacion entre exposiciones del medio ambiente, factores
genéticos y enfermedades especificas en humanos. Por lo que los centros de
captacion y almacenamiento de material biolégico juegan un papel esencial en el
flujo de informacidon genética de pacientes a los investigadores para su aplicacion en

la investigacion clinica.?"?’

El manejo y almacenamiento cuidadoso de estas
pequefas y valiosas muestras es fundamental. Muchos factores afectan la calidad
de la muestra; el tipo de tejido, cuidados durante la obtencion de la muestra, tiempo
de recoleccion — almacenamiento, recipientes utilizados, tiempo de transito, entre
otros. Por lo que un disefio experimental eficiente ademas de cuidar estos factores
incluye la purificacion del DNA y RNA; y la preparacion de las muestras para analisis

citogenéticos, inmunoldgicos y bioquimicos. 212831

Los tumores cerebrales son la causa numero uno de internamiento en el
INNN. Por motivos de estandarizacion de la toma y manejo de las muestras se
decidié incluir en el proyecto a los pacientes portadores de tumores cerebrales en los
que el mismo neurocirujano (DMR) formaba parte del equipo quirurgico.
Previamente se solicito un consentimiento informado de familiares y paciente para la

toma biopsia para el banco de DNA de tumores del INNN.

Durante este proceso fue necesariauna estrecha comunicacion entre el equipo
quirurgico y el del laboratorio. El equipo de laboratorio prepard diariamente los
frascos con PFA al 2% para la toma de muestras. A partir de aqui el equipo
quirurgico eligié la técnica quirdrgica en base al diagnostico preoperatorio. Se
tomaron tres muestras de tumor; una destinada al laboratorio de histopatologia, otra
con PFA al 2% y la ultima en un criotubo que inmediatamente se coloco en un tanque
de nitrégeno liquido.Simultaneamente se tomaron 8cc de sangre venosa periférica
que se almacenaron en 2 frascos con acido etilendiamintetracético (EDTA) para ser
utilizados como DNA control. Estas muestras se entregaron al equipo del laboratorio
quien se encargo de su rapido procesamiento. Es importante mencionar que la

cantidad de la muestra de tumor depende del tamafio, consistencia y localizacion del

15



mismo. Habiendo casos en los que se dificulta contar con una cantidad importante
de tumor. EIl tiempo transcurrido entre la toma de muestra y su procesamiento es un
factor determinante en la calidad de la misma, por lo que para futuras tomas este

factor sera una variable a considerar.*°

El procesamiento de las muestras serealizé con el NucleonKitAmersham®,
siguiendo las indicaciones del fabricante para extraer DNA amplificado de alta
calidad de manera consistente. Se corrieron 134 muestras de sangre, en 5 de los
tumores no se encontré banda de DNA y en algunos casos se vieron bandas tenues
de DNA. Para validar la integridad del DNA se hizo una nueva extraccion a partir del
tejido y en algunos casos se encontro la banda esperada pero en otros no. Lo que
podria estar explicado en que la biopsia contiene muy pocas células cuyo DNA no
fue posible apreciarlo en el gel de agarosa. Considerando esta situacion y como
control de calidad posteriormente se realizara un ensayo de amplificacion de genes

constitutivos (ej. GADPH) para amplificarlo por PCR.*?

Actualmente, contamos con las primeras 134 muestras de tumores del SNC
procesadas y documentadas en una base de datos. La distribucidn de muestras
obtenidas no representa una realidad de la epidemiologia de los tumores cerebrales
en nuestra poblacién. Ya que estas muestras fueron obtenidas al azar, de algunos

de los procedimiento quirurgicos realizados en el INNN.

El material nuclear obtenido de estas muestras fue de pureza y concentracion
adecuadas para estudiaralgunas de las alteraciones genéticas asociadas al
desarrollo de tumores cerebrales especificos en nuestra poblacion, lo cual permitiria
por un lado, la confirmacién del diagnéstico histopatolégico y por el otro la
identificacion de marcadores prondsticos que serviran para eleccion temprana de
conductas terapéuticas. Sabemos que existen cientos de mutaciones encontradas
en los tumores, por lo que consideramos que es necesario su estudio genético
rutinario. Es necesario contar con recursos para que estos estudios puedan en un

futuro determinar el tratamiento individualizado a cada paciente.'3334
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CONCLUSIONES

1. Se obtuvo el consentimiento informado de 134 pacientes que aceptaron que la
muestra tomada transoperatoriamente se utilice para formar parte del
biobanco y su uso consecuente en futuros proyectos.

2. Se tiene una base de datos completa con los datos clinicos, histopatologicos y
de biologia molecular de los 134 pacientes integrados en el biobanco

3. La coleccion de tumores que conforma el biobanco representa parcialmente la
frecuencia de los tumores cerebrales atendidos en el Instituto. Los
tumores mas frecuentes almacenados en el banco de DNA son los
derivados de las meninges (meningiomas), de las células neuroepiteliales
en particular los de los astrocitos y los tumores selares (adenoma
hipofisiarios).

4. Ya contamos con la extraccion de DNA de 134 muestras de tumores del SNC
y de 134 muestras de células sanguineas control.

5. Contamos con 134 muestras de tejido tumoral del SNC las cuales se
encuentran almacenadas en refrigeracion a -70C para que en un futuro
sean utilizadas en estudios de inmunohistoquimica.

6. El procedimiento estandarizado sirvid para la obtencién de DNA de pureza

Optima, confiable para el desarrollo de estudios moleculares.
Este trabajo abrira la posibilidad de realizar diagnéstico molecular de rutina y

de desarrollar estudios de alteraciones moleculares asociados atumores

cerebrales especificos en la poblacion mexicana.
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Xl.  ANEXOS

Anexo 1. Formato del consentimiento informado.

Investigador Principal: Dr. Diego MéndezRosito (diegomendezrosito@gmail.com)
Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia
Departamento de Neurocirugia

México, Distrito Federal

Titulo: Estandarizacion de un biobanco de tumores del sistema nervioso para

estudios de biologia molecular que coadyuven a su diagndéstico y pronoéstico

A continuacion se le explica y se le invita a participar en este estudio.
Por favor lea el contenido completo de la forma. Su firma en la parte de abajo indica

que usted esta de acuerdo en participar voluntariamente en el estudio.

Propésito: Este estudio pretende establecer un banco de tumores cerebrales para

buscar genes que ayuden a clasificar, identificar y tratar estas neoplasias.

Procedimiento: Con su autorizacién, tomaremos 8 ml de su sangre y un pequefio
fragmento del tumor que le sera extraido por el cirujano. Este procedimiento no

interferira con su tratamiento o con su estudio histopatologico.

Productos Finales: Sus muestras seran usadas para obtener el material genético
presente en su sangre y su tumor para buscar genes de probable interés para
facilitar el diagnostico, para establecer un prondstico y para tratar el cancer cerebral.
Los conocimientos obtenidos con sus muestras serviran probablemente para un
mejor diagndstico de los tumores y se utilizaran para la escritura de articulos

cientificos, una conferencia, un libro u otra publicacion.
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Confidencialidad: Su nombre y cualquier nombre mencionado en su entrevista no

seran usados al presentar los resultados de este proyecto.

Acuerdo del Participante:
He leido y me han explicado la informacion anterior. Mi firma a continuacion indica
que entendi la informacion expuesta anteriormente y que estoy de acuerdo en

participar en este estudio.

Nombre (use por favor letra de imprenta) Fecha

Firma
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