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Estandarizacion de un biobanco de DNA de
tumores del sistema nervioso central
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Resumen

Introduccion: los tumores cerebrales figuran entre las primeras
causas de cancer en el mundo; en el Instituto Nacional de Neu-
rologia constituyen la primera causa de morbilidad y mortalidad.
Objetivo: estandarizar la toma de biopsia, recoleccion, procesa-
miento y almacenamiento de muestras biolégicas para estudios
moleculares.

Material y métodos: previo consentimiento informado, se obtu-
vieron biopsias de tumores cerebrales y sangre de 134 pacientes.
Se extrajo el DNA de los tumores y de las células sanguineas, se
elabor6 una base de datos con el registro de los datos generales
y clinicos de los pacientes, con base en estandares internaciona-
les para la creacién de biobancos (aspectos éticos, técnicos y le-
gales). Se estandariz6 el procedimiento de obtencion de material
biolégico en coordinacién con el equipo del quiréfano y laborato-
rio, a fin de contar con material biolégico 6ptimo.

Resultados: se estandariz6 la toma de biopsia, recoleccién, pro-
cesamiento y almacenamiento de las muestras. Se incluyeron
134 pacientes (67 hombres y 67 mujeres) con edad promedio de
46.28 afios (rango 15-81). El tumor mas frecuente fue el menin-
gioma (42%). La integridad del material obtenido se determiné
mediante analisis electroforético en geles de agarosa al 1%.
Conclusion: el biobanco del Instituto Nacional de Neurologia cuen-
ta con un sistema estandarizado para la obtencion de muestras bio-
l6gicas de Optima calidad para realizar estudios moleculares.
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Abstract

Background: brain tumors are one of the leading cancers world-
wide; in the National Institute of Neurology and Neurosurgery
(INNN) these tumors are the leading cause of morbimortality.
Objective: Standardize biopsies, colletion, processing and stor-
age biologic material of molecular studies.

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 and research laboratory
teams.

Results: The biopsy, transportation, processing and storage were
standardized. 134 patients were included (67 male and 67 fe-
male) with an average age of 46.28 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.
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Introduccion

Los tumores cerebrales son la neoplasia sélida mas frecuen-
te en niflos y la séptima causa de morbilidad en adultos.
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La mortalidad mundial por cancer muestra un claro patrén
ascendente y México no es la excepcion a esta tendencia;
se registraron cuatro veces mas defunciones por neoplasias
malignas en el 2000 que en el afio 1992. Los tumores cere-
brales representan la décima causa de muerte por cancer en
Meéxico; las neoplasias cerebrales son las mas frecuentes y
de mayor malignidad. En el Instituto Nacional de Neurolo-
gia y Neurocirugia se operan alrededor de 10-15 tumores
del sistema nervioso central por semana; los tumores son la
primera causa de internamiento.!

El diagnostico de un tumor cerebral se basa, fundamen-
talmente, en el analisis histopatologico, pero los avances
actuales en biologia molecular empiezan a identificar mar-
cadores que coadyuvan al diagndstico certero y al estable-
cimiento del pronostico de los tumores malignos. En la
actualidad no existen estudios de la caracterizacion de las
alteraciones moleculares de los tumores cerebrales en pa-
cientes mexicanos.>*
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La estandarizacion de este biobanco de DNA de tu-
mores del sistema nervioso central forma la primer etapa
de una nueva linea de investigacion de la biologia mo-
lecular en el Instituto Nacional de Neurologia y Neuro-
cirugia. Para realizar estos estudios es necesario contar
con muestras Optimas obtenidas con un riguroso sistema
estandarizado siguiendo lineamientos de control y cali-
dad internacional. Esperamos que los resultados de estos
estudios permitan la caracterizacién molecular rutinaria
para ofrecer mejores diagnosticos, estrategias terapéuti-
cas y, por lo tanto, un favorable prondstico a nuestros
pacientes.>¢

Material y métodos

Se siguieron los estandares internacionales de bioseguri-
dad, ética y aspectos técnicos para la formaciéon de bio-
bancos. Primero se obtuvo el consentimiento informado
de los pacientes a quienes se les explico, previamente, la
naturaleza y objetivo de este estudio. Se tomaron muestras
biologicas (biopsias de tumores y sangre) que se proce-
saron para la obtencién de DNA y criopreservacion y se
utilizaron en estudios de inmunohistoquimica. Simulta-
neamente se elabor6 una base de datos con los aspectos
clinicos y de laboratorio de interés de cada paciente que
aceptod donar muestras.

Recoleccion, transporte y almacenamiento de las muestras

Se realizaron sesiones informativas con el personal de las
areas de Neurocirugia, Enfermeria y Laboratorio de Neu-
roinmunologia de este Instituto, con la finalidad de expli-
carles la logistica del proceso de recoleccion, transporte y
procesamiento de las muestras.

En un calendario se registraron los dias en que se colecto
la muestra. El neurocirujano en turno se comunico, a prime-
ra hora de la mafiana, al laboratorio para avisarles la llegada
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 quir6éfano junto con un tanque pequeilo con
nitrégeno liquido y criotubos suficientes para cada muestra.

Durante la cirugia se tomo una biopsia del tejido tumo-
ral suficiente para colocarla en un tubo con PFA 2% y en
un criotubo debidamente rotulados. Los tubos con PFA se
colocaron en una gradilla y los criotubos en el tanque con
nitréogeno liquido. Simultaneamente se tomd la muestra de
sangre con los datos del paciente escritos en un tubo recolec-
tor. Las biopsias se recogieron y transportaron de inmedia-
to al laboratorio. Las muestras sanguineas se almacenaron
hasta por 24 horas a 4°C, mientras que las muestras de te-

jido se almacenaron inmediatamente en nitrogeno liquido
para preservar de manera optima el material bioldgico.

Las muestras de tejido colocadas en los tubos con PFA
2% se dejaron 12 horas en refrigeracion para una adecuada
fijacién y, posteriormente, se cambio la solucion del fija-
dor por una soluciéon de sacarosa al 20% por un periodo
de 12 horas. Transcurrido ese tiempo se retir6 el exceso de
liquido de las muestras, se obtuvieron piezas pequefias y se
impregnaron en TissueTek® y se introdujeron 45 segundos
en isopentano enfriado con nitrégeno liquido para conge-
larlas. Las muestras etiquetadas se almacenaron inmedia-
tamente a -70°C en nitrogeno liquido hasta su uso para
ensayos de inmunohistoquimica. (Figura 1)

Extraccion y purificacion del DNA de los tumores y de
c¢lulas sanguineas

El método consistié en la lisis de 8 mL de sangre (Figura
2a) o aproximadamente 250 mg de tejido tumoral conser-
vado en nitrogeno liquido y homogenizado previamente en
fragmentos pequeiios. Enseguida se agregaron 4 volimenes
del reactivo de lisis, se agitd por inversion 4 minutos y se
centrifugd a 2,400 rpm durante 5 minutos. 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 elimi-
nar lipidos y proteinas. Se agregaron 300 uL de resina para
purificar el DNA y se centrifugd 3 minutos a 2,400 rpm.
Luego se tomod con mucho cuidado el sobrenadante (Figura
2b) sin contaminantes de la interfase y se coloco en un tubo
nuevo de 15 mL para afiadir seguidamente 10 mL de etanol
absoluto. Se centrifugd 5 minutos a velocidad méaxima y la
pastilla resultante (Figura 2c) se lavo dos veces con etanol

Figura 1. Procedimiento de recoleccion de tumores del sistema ner-
vioso central. Las muestras se depositan en un frasco con 30 cc de
paraformaldehido al 2% y en un criotubo transportado en un tanque
con nitrégeno liquido; se procesan para congelarse y almacenarse.
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Figura 2. Toma y procesamiento para la extraccion y purificacion del
ADN de las células sanguineas control.

al 70%. Se elimind el sobrenadante y la pastilla se dejo se-
car para finalmente resuspenderla en 250 uL. de agua libre
de nucleasas (Nucleon HT Genomic DNA Extraction Kit,
Amersham Biosciences Corp®).

La concentracion y pureza del DNA purificado se deter-
min6 por DO, /, nm y la integridad del material obtenido
mediante analisis electroforético en geles de agarosa al 1%,

que se corrieron 30 minutos a 90 V.

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 ba-
sica necesaria (numero de expediente, iniciales, sexo, edad,
diagnostico transoperatorio e histopatologico confirmado,
fecha de cirugia, muestras de tumores y de sangre, concen-
tracion de DNA y fecha).

Durante las cirugias de los 134 pacientes el mismo neuro-
cirujano formo parte del equipo quirurgico con el proposito
de garantizar una adecuada toma de biopsia y procesamiento.
Segun el tipo de tumor fue el tamano de la muestra. En todas
las muestras se obtuvo suficiente tejido para procesarlas con
técnica y calidad 6ptima. Inmediatamente después de tomar
la biopsia se transportd la muestra fuera del campo quirar-
gico para ser captada por el auxiliar en tres frascos. El pri-
mero se destind para el estudio histopatologico a cargo del
Departamento de Patologia del INNN; en el segundo tubo, la
muestra se fijo con PFA al 2% para estudios de inmunohis-
toquimica; y el tercero se coloco en un criotubo y se congeld
inmediatamente en nitrogeno liquido para la posterior extrac-
cién de DNA. De manera simultanea se obtuvieron 8 cc de
sangre venosa periférica para obtener el DNA control. Las
muestras completas se transportaron inmediatamente al labo-
ratorio 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 mues-
tras de células sanguineas y tumorales, respectivamente.

El 50% de las biopsias recolectadas fueron de pacientes
de sexo masculino (67 casos) y el resto de pacientes de sexo
femenino (67 casos). La edad promedio fue de 46.28 afos
con un rango de 15-81 afios.

Los diagndsticos histopatolégicos de los tumores se cla-
sificaron de acuerdo con los criterios de la Organizacion
Mundial de la Salud. El tipo de tumor encontrado con mas
frecuencia fue el originado de células de las meninges, neu-
roepiteliales y de la hipofisis.

En el Cuadro I se encuentra a detalle la distribucion his-
tologica de los tumores almacenados en la base de datos, se-
gun la clasificacion de la OMS. Entre los tumores originados
de las células neuroepiteliales predominaron los 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 des-
conocida (hemangioblastoma). Entre los tumores de células
mesenquimales benignos se encontrdé un lipoma, y en los
malignos se registrd un condrosarcoma.
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Figura 3. Andlisis de la extraccion del DNA de los 134 controles de
células sanguineas corridas electroforéticamente en geles de aga-
rosa al 1%.
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Figura 4. Andlisis de la extraccion del DNA de las 134 muestras
tumorales corridas electroforéticamente en geles de agarosa al 1%.

Discusion

La creacion de biobancos es un proyecto que ha sido impul-
sado exitosamente en paises desarrollados, por el potencial
de datos que pueden obtenerse a partir de las muestras co-
lectadas.>” El Banco Nacional de Especimenes de Inves-
tigacion Neurologica de la VAMC-UCLA, formado desde
1961, es hoy el biobanco mas grande de su género y el de
mayor diversidad de muestras reportado en la bibliografia.*®
En México, el Instituto Mexicano de Seguridad Social for-
mo hace 20 afios un banco de DNA de diversos tejidos para
realizar mapeos genéticos y como auxiliar diagndstico.’

La creciente necesidad de nuevas y mejores técnicas
clinicas, diagnosticas y terapéuticas ha impulsado la inves-
tigacion biomédica. Esto ha impulsado mayor conciencia
médica y social acerca de la importancia de la formacion de
bancos de tejidos para su estudio, provocando un importan-
te aumento en el nimero de bancos de tejidos alrededor del
mundo.!® A su vez, este crecimiento ha visto la necesidad de
formar bancos secundarios, caracterizados por administrar
los recursos (muestras y bases de datos) de los bancos de
una region, como es el caso del UK DNA Banking Network
(UDBN).!*-13

Cuadro I. Distribucion de las biopsias almacenadas
en el biobanco INNN segun el origen de los tumores
de acuerdo a la clasificacion OMS

Neuroepiteliales 32
Astrocitos 25
Oligodendrocitos 0
Ependimocitos 3
Mixtos 1
Plexo Coroides 1
Neuronal 1
Pineales 0
Embrionarios 1

Nervios espinales y craneales 7

Meninges 55

Células Meningoteliales
Meningiomas 50
Atipicos 0
Anaplasicos 1

Células Mesenquimales 1
Benignos 1
Malignos 0
Melanocitos 2
Histogénesis desconocida

Hematopoyéticos o linfomas 1

Células germinales

Quistes tumorales 4

Selares 23

Regionales con extensién local 0

Metéstasis 9

Esta organizacion permitid establecer los requisitos para
satisfacer los Codigos de Conducta Internacionales y, a su
vez, sefiald los problemas mas comunes en la formacion de
un banco de tumores.*'*!* Como resultado hay una clara
mejoria en la calidad de las muestras de esta década respec-
to a la anterior.!” Todos estos factores, sumados, permiten
que la sociedad perciba un sistema organizado, con con-
sideraciones éticas y legales, que les brinda la confianza
de que las muestras sean estudiadas de manera adecuada;
impulsando un sistema de donadores, investigadores e in-
versionistas.?0-26

Los estudios de biologia molecular utilizan biomarcado-
res y tecnologia de punta para estudiar la relacion entre ex-
posiciones al ambiente, factores genéticos y enfermedades
especificas en humanos. Los centros de captacion y alma-
cenamiento de material bioldgico juegan un papel decisivo
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en el flujo de informacion genética de pacientes a los inves-
tigadores para su aplicacion en la investigacion clinica.?!?’
El manejo y almacenamiento cuidadoso de estas pequefias 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-almace-
namiento, recipientes utilizados, tiempo de transito, entre
otros. Un diseflo experimental eficiente, ademas de cuidar
estos factores, incluye la purificaciéon del DNA y RNA; y
la preparacion de las muestras para analisis citogenéticos,
inmunolégicos y bioquimicos. 3212831

Los tumores cerebrales son la primera causa de interna-
miento en el INNN. Por motivos de estandarizacion de la
toma y manejo de las muestras se decidi6 incluir al proyec-
to a pacientes con tumores cerebrales en quienes el mismo
neurocirujano formaba parte del equipo quirargico. Previa-
mente se solicitd el consentimiento informado de familiares
y paciente para la toma de biopsia para el banco de DNA de
tumores del INNN.

Durante este proceso fue necesaria la comunicacion
estrecha entre el equipo quirtirgico y el del laboratorio.
Este ultimo prepard diariamente los frascos con PFA al
2% para la toma de muestras. A partir de aqui, el equipo
quirurgico eligid la técnica quirurgica con base en el diag-
nostico preoperatorio. Se tomaron tres muestras de tumor:
una destinada al laboratorio de histopatologia, otra con
PFA al 2% y la tltima en un criotubo que inmediatamente
se coloco en un tanque de nitrégeno liquido. De manera
simultdnea se tomaron 8 cc de sangre venosa periférica
que se almacenaron en dos frascos con acido etilendiamin-
tetracético (EDTA) que se utilizaron como DNA control.
Estas muestras se entregaron al equipo del laboratorio,
que se encargd de su rapido procesamiento. La cantidad
de muestra del tumor depende del tamaifio, consistencia y
localizacion del mismo. Hubo casos en los que se dificulto
contar con una cantidad importante de tumor. El 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 serd una variable a
considerar.*

El procesamiento de las muestras se realizd con el Nu-
cleon Kit Amersham®, siguiendo las indicaciones del fa-
bricante para extraer DNA amplificado de alta calidad de
manera consistente. Se corrieron 134 muestras de sangre,
en cinco de los tumores no se encontr6 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 encontrd la banda
esperada pero en otros no. Esto explica que la biopsia con-
tiene muy pocas células cuyo DNA no fue posible apreciar-
lo en el gel de agarosa. Con base en esta situacion, y como
control de calidad, posteriormente se realizard un ensayo

de amplificacion de genes constitutivos (ej. GADPH) para
amplificarlo por PCR.3?

En la actualidad se cuenta con las primeras 134 muestras
de tumores del sistema nervioso central procesadas y docu-
mentadas en una base de datos. La distribucion de muestras
obtenidas no representa una realidad de la epidemiologia de
los tumores cerebrales en nuestra poblacion. Estas muestras
se obtuvieron al azar, de algunos de los procedimientos qui-
rurgicos realizados en el INNN.

El material nuclear obtenido de estas muestras fue de pu-
reza y concentracion adecuadas para estudiar algunas de las
alteraciones genéticas asociadas con los tumores cerebrales
especificos en nuestra poblacion. Esto permitiria la confir-
macion del diagnostico histopatoldgico y la identificacion
de marcadores pronoésticos que servirdn para la eleccion
temprana de conductas terapéuticas. Puesto que existen
cientos de mutaciones encontradas en los tumores, es nece-
sario su estudio genético rutinario. Se requiere contar con
recursos para que estos estudios puedan, en el futuro, deter-
minar el tratamiento individualizado a cada paciente.3!:33

Conclusiones

Ya contamos con un biobanco de DNA de tumores del sis-
tema nervioso central en el INNN. Para esto se tomaron
en cuenta los estandares internacionales éticos, técnicos y
biologicos para la formacion de biobancos. Se estandarizo
un sistema para la toma de muestra, su recoleccion, proce-
samiento de las muestras para obtener el DNA y su almace-
namiento. Con esto garantizamos que el DNA obtenido de
cada muestra tiene la calidad 6ptima para realizar estudios
de biologia molecular. Con el continuo crecimiento de este
biobanco y el desarrollo de nuevos estudios de biologia
molecular buscaremos mejorar el diagnéstico, tratamiento
y prondstico de nuestros pacientes con tumores del sistema
nervioso central.
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