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1 Resumen

La leucemia infantil es considerada un problema de salud publica significativo
debido a su alta incidencia y mortalidad mundial, particularmente en paises en vias
de desarrollo como México. En respuesta a esta problematica, el Consejo Nacional
de Humanidades, Ciencia y Tecnologia (CONAHCYT) implementé el Proyecto
Nacional de Investigacion e Incidencia (PRONAII) de Leucemia Infantil.
Actualmente, el PRONAIlI de Leucemia Infantil cuenta con un acervo celular

compuesto principalmente por muestras remanentes utilizadas para el diagnéstico.

Este proyecto de tesis tuvo por objetivo implementar la gestion de almacenamiento
de las muestras almacenadas en el acervo celular del PRONAII de Leucemia
Infantil, esto ha permitido la identificaciébn precisa y rapida de cada muestra
almacenada, gracias a un registro detallado de todo el proceso a través de
formularios y bases de datos digitales que se actualizan en tiempo real y fueron
especialmente disefiadas para registrar los datos referentes a las muestras
almacenadas. Desde marzo de 2022 hasta mayo de 2023, este repositorio Unico en
México albergd un total de 4920 muestras de 402 sujetos pediatricos provenientes
de regiones vulnerables del pais. De estas muestras, el 72% correspondié a
especimenes de remanentes de aspirado de médula 6sea (MO), el 24% de sangre
periférica (SP) y el 4% de orina (O). Una de las caracteristicas que apoyan la riqueza
de este acervo es la diversidad de tipos de muestras obtenibles por paciente, lo que
le da una amplia gama de posibilidades para los tipos de proyectos de investigacion
a los que pueda apoyar, un ejemplo de esto es la coleccion de 332 muestras de
células estromales mesenquimales (CEM) derivadas de remanentes de MO de 105

pacientes pediatricos.

La correcta identificacion de los procedimientos para el funcionamiento del acervo
celular ha permitido la cesion del 12% de las muestras almacenadas en este
repositorio a cinco proyectos del PRONAII de Leucemia Infantil, impulsando el

fortalecimiento de la medicina de precision basada en evidencia.



2 Introduccién

En el 2022, la leucemia fue el tipo de cancer en el mundo con mayor incidencia y
mortalidad en pacientes de 0 a 19 afos, teniendo una incidencia mundial de 3.1
casos por cada 100,000 habitantes y una mortalidad de 1.2 casos por cada 100,000
habitantes (1). Las leucemias agudas representan el principal tipo de cancer en
pacientes dentro de este rango de edad (2).

México es uno de los paises con la mayor tasa de incidencia y mortalidad de
leucemia infantil, presentando una incidencia de 5.7 casos por cada 100,000
habitantes y una mortalidad de 2.5 casos por cada 100,000 habitantes (1).

Una de las regiones de este pais de las que se ha estudiado la incidencia de
leucemia aguda es la Ciudad de México, reportando una de las tasas de incidencia
mas altas en el mundo, con 63.3 casos por millon durante el periodo de 2010-2017
en poblacion de 0-14 afios (3).

Otro estudio poblacional que fue publicado como resultado del proyecto de
“Epidemiologia y supervivencia de las leucemias agudas en nifios de zonas
marginales de México”, del PRONAII de Leucemia Infantil, evalué la incidencia de
leucemias agudas en poblaciones pediatricas diagnosticadas con leucemia aguda
entre el 2021 y 2022, provenientes de regiones marginadas del centro-sur de
México: Puebla, Tlaxcala y Oaxaca (4). El estudio de estas poblaciones vulnerables
resulta de mucho interés, pues, de acuerdo con datos publicados por el (CONEVAL)
en 2018, presentan un alto porcentaje de poblacién viviendo en pobreza, asi como
un limitado acceso a servicios de salud (5,6). En el estudio se identificd un total de
388 casos de leucemia aguda, con una predominancia de la leucemia linfoblastica
aguda (LLA) del 81.7% de los casos, seguido de leucemia mieloide aguda (LMA)
con el 17.3%. En el grupo de edad de 0-14 afos la tasa de incidencia estandarizada
global fue de 51.5 casos por millén, al dividirlo por estados, el estado de Tlaxcala
tuvo una mayor tasa de incidencia con 54.7, seguido de Puebla con 53.2 y por ultimo
Oaxaca con 47.7. Al aumentar el rango de edad a 0-19 afios, estos valores
disminuyen, presentando una tasa de incidencia global de 44.3 casos por millon,

mientras que Tlaxcala presentd 48.2, Puebla 46.4 y Oaxaca 39.6. Los datos de



tasas de incidencia de estas regiones de México se encuentran dentro del rango
reportado en otras poblaciones de poblaciones de origen latino, ademas, se
encontraron variaciones en las tasas de incidencia de las subregiones de estos
Estados, como una alta tasa de incidencia en la Mixteca de Puebla, de hasta 96.7,
lo que se podria atribuir a factores sociales, como el origen étnico de los habitantes,

sin embargo, aun se requieren de mas estudios para corroborar esto (4).

3 Antecedentes
3.1 Antecedentes generales

3.1.1 Acervo celular
La Sociedad Internacional para Repositorios Biol6gicos y Ambientales (ISBER, por
sus siglas en inglés para “International Society for Biological and Environmental
Repositories”), define a un acervo, repositorio, o biorepositorio, como una entidad
real o virtual que puede recibir, procesar, almacenar y/o distribuir especimenes
tomados de un sujeto de estudio o donante y sus datos asociados en apoyo de uno
o multiples estudios de investigacion, el término engloba tanto a la locacion fisica,
asi como todas las actividades asociadas con esta operacion. Los especimenes
pueden ser tejidos especificos, sangre, orina u otro material recogido para su
analisis, de los cuales se puede obtener una Unica unidad que contiene material

derivado de ellos, conocida como muestra (7,8).

3.1.2 Historia de los acervos celulares
Para tener un contexto del surgimiento de los acervos y su importancia en la
investigacion, es necesario hacer una recapitulacion de los puntos clave que
propiciaron su establecimiento, comenzando por los primeros registros de
congelacion de material biologico, desde hace mas de 280 afios, especificamente
en el aflo 1665, cuando se describen los experimentos del cientifico britanico Robert
Boyle sobre los efectos de las bajas temperaturas en animales (9,10).
Posteriormente surge el Instituto Pasteur en Francia, fundado en 1888, uno de los
casos mas tempranos de una institucion que ha mantenido un acervo de células y
microorganismos en la historia de la humanidad. La Coleccion del Instituto Pasteur

(CIP, por sus siglas en francés para Collection de I'Institut Pasteur) fue creada por
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el médico y microbidlogo frances Jean Binot, quien comenzé a conservar cepas
bacterianas en 1891. Desde hace mas de un siglo, cepas bacterianas del CIP se

encuentran en el campus del Instituto Pasteur (11).

Otra institucion importante en ser fundada en este periodo fue la Coleccion
Bacteriologica y la Oficina para la Distribucion de Cultivos Bacterianos de EE. UU.,
fundada en 1911, como un acervo de cultivos bacteriolégicos, posteriormente, esta
coleccién pasaria a serincorporada en 1925 por la, en ese entonces, recién fundada
Coleccion de Cultivos de Tipo Americano (ATCC, por sus siglas en inglés para
American Type Culture Collection) de EE. UU. (12,13).

Fue en el afio 1940, cuando el bidlogo suizo Basile Luyet examind por primera vez
en detalle los efectos de las bajas temperaturas en una amplia gama de células
provenientes de diversos organismos, desde bacterias, hasta células y tejidos de
origen vegetal y animal (14). Tiempo después, el almacenamiento de células
comenzo a ser explorado por primera vez en 1949 en un estudio encabezado por el
bidlogo inglés Christopher Polge, reportando la capacidad del glicerol para
contrarrestar los efectos adversos del congelamiento y descongelamiento en la
viabilidad celular de espermatozoides (15). Otro de estos ejemplos es el comienzo
del uso de liofilizacion en el CIP para el almacenamiento de cultivos microbianos a
partir de la década de 1950 (11). También, en 1952, B. Luyet comenz6 con los
trabajos para idear una forma de criopreservacién de muestras biolégicas con otros
agentes protectores, probando las propiedades del etilenglicol, glucosa y cloruro de
sodio para evitar el dafio en tejidos al ser congelados, ampliando la variedad de los
agentes protectores disponibles (16). Fue hasta 1959, que los cientificos ingleses,
James Lovelock y Marcus Bishop, revolucionan la criopreservacion al introducir el
uso de dimetilsulféxido (DMSO) como agente protector, marcando un antes y un

después en los métodos de criopreservacion utilizados actualmente (17,18).

Durante el periodo en que sucedian estos avances, nuevos acervos celulares que
presentaban un mejor estandar de calidad fueron surgiendo, un ejemplo de esto es
la fundacion del Instituto Coriell para Investigacion Médica, de EE. UU., en 1953 por

el virélogo estadounidense Lewis Lemon Coriell, este acervo posteriormente llego a
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ser reconocido como un banco celular por los Institutos Nacionales de Salud (NIH,
por sus siglas en inglés National Institutes of Health) de EE. UU. en 1960, y es
descrito en 1973 como un acervo celular, siendo la primera vez en ser empleado
este término, haciendo hincapié en sus innovadoras técnicas de esterilidad en
cultivo celular y criopreservacion (19), creando los cimientos para que el término de
biobanco surja por primera vez en 1996, en un estudio cientifico que hizo uso de
una coleccion de muestras biologicas obtenidas de poblaciones humanas, con fines

de investigacion genética (20) (Figura 1).
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Figura 1. Historia de los acervos celulares. Recapitulacion de la historia de los acervos celulares
hasta el surgimiento de los biobancos. Iniciando desde el afio 1665 hasta el afio 1996, en el que se
describen 13 hechos historicos clave para el establecimiento de los acervos. Figura creada a partir
de (9-20)
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A lo largo de la historia, han surgido regulaciones a través de instituciones tanto
internacionales como nacionales para el almacenamiento del material biolégico,
Solo cuando un acervo celular cumple con todas las certificaciones y normativas
exigidas por la institucion de salud pertinente establecida en las politicas de cada
pais, puede ser oficialmente reconocido y operar como un biobanco (21)

3.1.3 Biobancos
Actualmente, un biobanco incluye la definicion de un acervo celular pero
adicionalmente se define como una entidad fisica o virtual, certificada y gestionada
formalmente, con fines cientificos (8,22—24). Todos los biobancos deben de regirse
bajo los marcos éticos y legales aplicables, y deben cumplir con las normativas
nacionales, regionales y locales. Seguir estas normativas, permite asegurar la
calidad de sus procesos y garantizar su trazabilidad, precision y fiabilidad. En el
apartado 3.1.5. Normas nacionales e internacionales que regulan un Biobanco

se mencionara dichas normativas (8,25).

Existen diversos manuales internacionales que tienen como objetivo promover la
armonizacion y la colaboracion internacional en este tipo de organizaciones, en el
caso de la Red Mexicana de Biobancos (REMBIOBAN), se encuentra trabajando
con las practicas promovidas por la guia de la ISBER (26,27). En esta guia, titulada
“Buenas Practicas: Recomendaciones para biobancos”, la ISBER enlistar los puntos
mas importantes que deben de contar acervos y biobancos. Se encuentra dividida
en trece secciones fundamentales que engloban las caracteristicas, estrategias y
metodologias que se pueden tomar como orientacion en la implementacion de este
tipo de entidades (Figura 2) (8).
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Figura 2. Caracteristicas, estrategias y procedimientos recomendados para Acervos y Biobancos.
En la guia de la ISBER de Buenas Practicas: Recomendaciones para biobancos, la correcta
planeacién e implementacién de acervos y biobancos se dividen en 13 secciones que engloban las
caracteristicas, estrategias y procedimientos recomendados para que se pueda cumplir con éxito el

proposito de la coleccion creada. Figura creada a partir de (8).

Estas secciones se describirAn a continuacién, de acuerdo con su orden de

aparicion en la obra (8):

1. Consideraciones sobre la Organizacion del biobanco: La efectividad de
acervos y biobancos depende en gran medida de la implementacién de un
sistema de gobernanza soélido que implemente y supervise las politicas y
procedimientos de sus actividades. La estructura de este sistema se debe

adaptar a las caracteristicas especificas de cada biobanco, como su tamafo,
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2.

proposito, financiamiento y afiliacion institucional. Es posible mencionar
algunos elementos clave que se recomienda incluir en un plan de gobernanza
para este tipo de entidades:
¢ Elementos necesarios para el mantenimiento, integridad y seguridad
de los especimenes, muestras y sus datos asociados.
e Politicas de transparencia con respecto al acceso y uso de los
especimenes, muestras y datos.
e Canales de comunicacion disponibles para las partes interesadas.
e Plan para la adecuada gestion fisica y electronica de especimenes,
muestras y datos.
e Politicas para la adquisicion de especimenes y la destruccion o
eliminacion selectiva de la coleccion.
Instalaciones: Planificar la ubicacion y el disefio del espacio de
almacenamiento de material biolégico es crucial para garantizar su
conservacion adecuada, la seguridad del personal y el Optimo
funcionamiento del equipamiento. Para ello, es fundamental considerar
diversos factores, entre los que destacan la temperatura, ventilacion,
humedad, iluminacion, caracteristicas del suelo y sistemas de energia.
Equipos de almacenamiento y procesamiento: Para un 6ptimo
funcionamiento, los biobancos y acervos requieren de un equipamiento
adecuado para el procesamiento y almacenamiento de especimenes y
muestras obtenidas a partir de ellos. La seleccion de dicho equipamiento
debe basarse en criterios como el tipo de material a almacenar, el tiempo
previsto de conservacion y los recursos disponibles para su adquisicién con
los que cuente la entidad para cumplir con su propésito principal.
Gestion de la calidad: Este sistema engloba las actividades necesarias para
una correcta organizacion de acervos y biobancos, como la administracion y
seguimiento de las muestras, desde su almacenamiento hasta su utilizacion
en investigacion. Un componente crucial de esta seccion es la
implementacion de pruebas de calidad para las muestras, con el objetivo de

evaluar sus caracteristicas y el desempefio de los procesos o productos
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involucrados. Dichas pruebas se basan en estandares especificos definidos
por cada acervo o biobanco, y pueden variar segun el alcance de la entidad
y el tipo de muestra a analizar. Entre los ejemplos de estas pruebas se
encuentran: viabilidad celular y viabilidad de microorganismos, niveles de
expresion génica, estado de metilacion del ADN, niveles de metabolitos,
estructura de proteinas y funcién de enzimas.

Consideraciones de validacion y control de calidad de métodos: Es
importante que los métodos utilizados para el procesamiento de
especimenes en los acervos y biobancos sean evaluados y validados
mediante la literatura cientifica, retroalimentacion de usuarios finales, o
resultados obtenidos de las pruebas de calidad. En caso de no contar con
bibliografia apropiada para tomar como referencia, el acervo o biobanco
puede realizar estudios especificos sobre el espécimen en cuestion. Estos
estudios tienen como objetivo evaluar el impacto potencial de variables
preanaliticas que podrian influir en los resultados de las pruebas de calidad.
Entre dichas variables se encuentran: estado clinico del sujeto, tipo de habitat
ambiental, ingesta de medicamentos, momento de la recoleccion del
espécimen, procedimientos y materiales utilizados durante la recoleccion,
transporte, procedimientos de procesamiento, fijacién, y tipo de
almacenamiento a largo plazo.

Seguridad: Las normativas de seguridad para este tipo de entidades pueden
establecerse de manera nacional, federal, regional o local. Para garantizar la
seguridad tanto del personal como de los visitantes, es fundamental
desarrollar un plan de seguridad integral que considere diversos aspectos,
entre los que destacan la infraestructura, uso de equipos de proteccion,
evaluacion del riesgo biolégico, bioseguridad, planes de higiene, planes
contra incendios, seguridad fisica, eléctrica, radiolégica y quimica. En este
altimo punto, es especialmente importante contemplar medidas para el uso
de sustancias que pueden ser utilizadas en los procedimientos de
almacenamiento, como el nitrogeno liquido, o en el transporte de las

muestras, como el hielo seco. Para asegurar la correcta implementacion de

16



estas medidas de seguridad, es fundamental que sean integradas en un plan
de formacion para el personal.

Formacion: El personal del acervo o biobanco debe de contar con la
formacién adecuada para realizar las tareas especificas en su puesto de
trabajo. Esta formacion puede abarcar procedimientos de seguridad,
procedimientos técnicos, gestion de registros y bases de datos, cuestiones
éticas, requisitos normativos, reglamentos, privacidad y confidencialidad de
los donantes, destruccion de material y buenas practicas de laboratorio. Es
importante que, al finalizar la capacitacion del personal, se emita un
documento que avale la adquisicion de los conocimientos y habilidades
necesarios, el cual debe estar firmado por el responsable de la formacién y
por el propio participante.

Gestion de costos: Para el correcto funcionamiento de estas entidades, es
fundamental contar con un plan de negocio global que detalle las actividades
a realizar, asi como los recursos financieros necesarios para su puesta en
marcha, desarrollo y mantenimiento. Este plan debe contemplar al personal,
materiales, consumibles, suministros, equipamiento, servicio técnico,
instalaciones, licencias de software utilizado y posibles gastos de
certificacion. La estructura del plan puede variar dependiendo del tipo de
institucién a la que esté afiliado el biobanco, sus objetivos, estrategias de
financiacion, asi como tomar en consideracion la aplicacion de cuotas a los
investigadores para cubrir el costo de la recoleccion, procesamiento,
almacenamiento y distribucién del material biol6gico.

Sistemas de gestion de la informacién de biobancos: En los acervos y
biobancos es fundamental contar con un sistema de gestion eficaz para
asegurar que las muestras puedan ser localizadas con precision. Este
sistema abarca el uso de formularios de consentimiento e identificadores
anicos para cada muestra, las cuales deben ser etiquetadas y registradas en
un sistema electronico de inventario de datos para asegurar la trazabilidad,
este sistema debe brindar la informacion referente a los datos necesarios

para los requerimientos de la investigacion, como la ubicacion de la muestra,
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10.

11.

caracteristica de los especimenes, y, en el caso de muestras humanas,
informacion del donante, diagnostico y disponibilidad de otros especimenes
del mismo donante, es altamente recomendado que este sistema de
informatica cuente con almacenamiento de la informacion en la nube y debe
tener la capacidad de generar informes para respaldar el flujo de trabajo
realizado. Es de suma importancia que el acceso a los datos sea controlado
para cuidar la confidencialidad de los donantes

Embalaje y envio: Los procedimientos de embalaje y envio de especimenes
para su recibimiento en los acervos y biobancos, asi como los especimenes
0 muestras que seran enviadas a investigadores para su utilizacién en
estudios, deben de cumplir con las normas nacionales o federales aplicables,
y el personal implicado en este transporte de material bioldgico debe de
contar con la debida formacion. El tipo de espécimen o muestra que se va a
transportar determinara las caracteristicas necesarias para el embalaje y
envio, estas pueden ser las condiciones de temperatura, humedad, tiempo
que puede resistir el material biol6gico durante el envio y tipo de contenedor
en el que sera transportado. Durante este proceso, es importante de enviar
un aviso de envio y niumero de seguimiento al destinatario, y este debe de
confirmar la recepcién y las condiciones de llegada del espécimen o de la
muestra en cuestion.

Recogida, procesamiento, recepcion y retorno de especimenes: Para
comenzar con el proceso de recoleccion, es importante escoger el protocolo
gue se adapte a las necesidades particulares de la entidad que almacenara
las muestras y los tipos de estudios que tiene planeado apoyar. Al momento
de recibir los especimenes es importante tomar en consideracion criterios
para aceptarlos o devolverlos, como la disponibilidad de estos, asi como su
utiidad para investigacion, asegurandose siempre que todos los
especimenes recogidos sean adecuados para el propdsito del acervo o
biobanco. Estos especimenes pueden someterse a una amplia variedad de
meétodos de procesamiento y almacenamiento, dependiendo del tipo de

origen del espécimen, como tejidos solidos, sangre, saliva y orina; y las
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muestras de interés a obtener de estos procedimientos de procesamiento,
por ejemplo, los tejidos sélidos pueden ser fijados en formol y embebidos en
parafina, mientras que los especimenes de sangre pueden ser sometidos a
técnicas de fracciones celulares viables y las muestras obtenidas pueden ser
crioconservadas.

12.Cuestiones legales y éticas para especimenes biologicos: Todas las
actividades de obtencion, almacenamiento, distribucion y el uso de material
bioldgico en investigacion implica cuestiones legales y éticas. Existen varias
normativas internacionales clave que discuten la ética en el uso de
especimenes humanos en investigacion, como la Declaracion de Helsinki,
adoptada por la Asociacion Médica Mundial, otro documento importante es
el Informe Belmont, publicado por el Departamento de Salud y Servicios
Sociales de Estados Unidos. Estos documentos, asi como otros que se
mencionaran  posteriormente en el apartado 3.1.5.2. Normas
Internacionales, engloban conceptos clave fundamentales para el buen
disefio de los estudios con especimenes humanos.
Otro punto fundamental para tener en cuenta en la utilizacion de
especimenes humanos es el requerimiento de someter el protocolo respecto
a los procesos y procedimientos para la obtencion, almacenamiento,
distribucién y uso al comité de ética de la investigacién designado por la
institucién donde se llevard a cabo el estudio para aprobar el inicio de la
coleccion del material biolégico. En el caso de trabajar con especimenes de
pacientes, se debe de asegurar que su recoleccién y uso no interfiera con el
diagndstico o cuidado apropiado del sujeto. Una vez que el protocolo es
aprobado, se requiere el consentimiento informado del donante, o en caso
de menores de cierta edad, el asentimiento del sujeto pediatrico y el
consentimiento informado de los padres o tutores legales. Es importante
asegurar la confidencialidad y privacidad de los datos de los donantes y que
ellos estén informados que, si cambian de parecer y desean rechazar
participar en el proceso, este consentimiento puede ser retirado en cualquier

momento.
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13.Acceso, uso y destruccion de especimenes: Como fue mencionado
anteriormente, en el plan de gobernanza de los acervos y biobancos se
deben establecer politicas y procedimientos escritos que aborden la forma
en que se accederd a los especimenes, muestras y sus datos asociados, y
los criterios para la aprobacién de estas solicitudes, estas politicas de acceso
y uso a disposicion son importantes para crear confianza en el buen
funcionamiento de la entidad. En esta politica de acceso y uso, es importante
establecer los siguientes puntos:

e Definir qué clase de publico puede acceder a la coleccion y qué tipo
de especimenes, muestras y datos asociados estan disponibles.

e Establecer un procedimiento de solicitudes en donde se incluya el
canal para comunicacion para los interesados.

e Definir los criterios que se consideraran para aprobar o rechazar una
solicitud.

e Designar una persona 0 grupo que evaluard las solicitudes y tomaréa
la decision sobre su aprobacion o rechazo.

e Establecer un proceso para apelar la decisién del rechazo de una
solicitud.

e Solicitar a los interesados el reconocimiento formal del acervo o
biobanco en las publicaciones donde se utilicen los recursos
bioldgicos obtenidos y sus datos asociados.

Otro punto importante para tomar en cuenta es la eliminacién selectiva de
especimenes o muestras de la coleccidén que ya no sean adecuadas para el
propésito del acervo o biobanco, ya sea mediante destruccion o por
transferencia a un nuevo custodio. Para ello es importante establecer criterios
para la evaluacion de la conservacion o descarte, que deben incluirse en las
politicas de gobernanza la entidad, algunos de las situaciones o criterios que
debe considerar esta evaluacion son:

e Lainformacién asociada a las muestras se ha perdido, dificultando su

identificacion y evaluacion de riesgos biologicos.
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e La calidad de las muestras se ha visto comprometida por fallos del

equipo, que limitan su viabilidad para usos en investigacion.

e Cuando lo exija el consentimiento, o cuando este sea retirado.

e Cuando se hayan recolectado especimenes en exceso segun el

protocolo aprobado, el disefio del estudio o la normativa.

e Cuando el estado de un sujeto cambie de elegible a no elegible segun

el objetivo de la coleccién, como en el caso de un estudio de caso o

control.

El cumplimiento y conjunta implementacidon de estas caracteristicas, estrategias y

procedimientos pueden servir como una guia para proporcionar muestras aptas

para investigacion y que el acervo o biobanco cumpla satisfactoriamente con el

propésito para el cual fue disefiado (8).

3.1.4 Tipos de biobancos

Los biobancos se pueden agrupar de acuerdo con los criterios de clasificacion que

se dividen en tipo de estudios que generan, tipo de servicio, tipo de origen, tamafio,
y tipo de muestra (28-51) (Tabla 1).

Tabla 1. Tipos de biobancos y ejemplos en México

Tipo de Origen

de Guerrero (UAGro (33).

Criterios de Tipos de Nombres de ejemplos de Datos de
clasificacion biobancos biobancos en México almacenamiento
Biobancos El biobanco del Instituto Nacional de | 700,000 muestras
Tioos de poblacionales Salud Publica (INSP) (33).
estu%ios e Biobancos Biobanco de Enfermedades | >9,000 muestras
eneracrlx orientados a Metabdlicas, del Instituto Nacional de
9 (28) enfermedades Ciencias Médicas y Nutricion Salvador
Zubiran (INCMNSZ) (33).
Biobancos forenses | Ciencia Forense Ciudadana (40). 450 muestras
Tipos de Publico Biobanco del IMSS (43). 110,000 muestras
servicio Privado Biobanco Cordén VITAL (44). 1 millén de muestras
(29)
Humanos Biobanco de la Universidad Autbnoma | Sin dato de cantidad de

muestras

(31,37)

UNAM (48).

(32,35,52) No Humanos Banco de semillas de la FES lIztacala | 2300 especies
de la UNAM (41).
Grandes (>1000 | Proyecto  oriGEN, del Instituto | Datos de 1500
Tamano participantes) Tecnoldgico de Monterrey (46). individuos
(36) Pequefios (<1000 | Banco Nacional de Demencias, UNAM | 5 érganos
participantes) (39).
Tipo de muestra | Cuerpos Programa de Donacién de Cuerpos, | 3800 personas

registradas
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Organos Banco Nacional de Cerebros, | 400 6rganos
CINVESTAV (47).

Tejidos Biobanco Labopat (38). Sin dato de cantidad de

muestras

Sangre Centro Nacional de la Trasfusion | >7.6 millones de
Sanguinea (49). individuos

Células Biobanco del Hospital Infantil de | Sin dato de cantidad de
México Federico Gémez (50). muestras

Desechos Biobanco del Instituto Nacional de | >24,500 muestras

Bioldgicos Medicina Genomica (51). procesadas en 2019

Tablal. Tipos de biobancos. Clasificacién de los tipos de biobancos de acuerdo con el tipo de estudio
que genera, tipo de servicios, tipo de coleccioén, tipo de origen, tamafio y tipo de muestras. Tabla
generada a partir de Ocampo et al., 2018 & Annaratone et al., 2021 (28-51).

3.1.5 Normas nacionales e internacionales que regulan un Biobanco

3.1.5.1 Normas Nacionales
En México, la regulacion de los biobancos recae en la Comisién Federal para la
Proteccion contra Riesgos Sanitarios (COFEPRIS). Esta agencia federal de la
Secretaria de Salud es la responsable de establecer y supervisar las normas para
el manejo de muestras biolégicas humanas, asegurando su uso adecuado y seguro.
(22,24,53,54). Para realizar una solicitud de licencia sanitaria para establecimientos
de servicio de salud, pueden usarse las péaginas oficiales de la COFEPRIS

(https://www.qob.mx/cofepris/acciones-y-programas/licencia-sanitaria-de-servicios-

de-salud-nuevo), o a través del Catalogo Nacional del Gobierno de México
(https://catalogonacional.gob.mx/FichaTramite/ COFEPRIS-09-024.html) (53,54).
Esta solicitud de licencia sanitaria para la acreditacion de biobancos tiene su

fundamento juridico en los siguientes articulos (54):

e Articulos 15y 17-A de la Ley Federal de Procedimiento Administrativo

e Articulo 315 de la Ley General de Salud

e Articulo 195-A de la Ley Federal de Derechos

e Articulos 90y 121 del Reglamento de la Ley General de Salud en materia de
control sanitario de la disposicion de Organos, tejidos y cadaveres de seres

humano
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Estos documentos fundamentan temas relacionados al proceso de acreditacion,

tales como el fundamento que da origen al tramite, el plazo para cumplir con la

solicitud, el establecimiento del canal de atencion, y el criterio de resolucion de la
solicitud (54).

3.1.5.2 Normas Internacionales

Tanto acervos, como biobancos que emplean el uso de muestras humanas, deben

de cumplir con normas de bioética internacionales, como (8,55):

Declaracion de Helsinki, de la Asociacion Médica Mundial.

Declaracion Universal sobre Bioética y Derechos Humanos, de la
Organizacion de las Naciones Unidas para la Educacién, la Ciencia y la
Cultura (UNESCO, por sus siglas en inglés para United Nations Educational,
Scientific and Cultural Organization)

Informe Belmont del Departamento de Salud y Servicios Sociales de EE. UU.

Recomendacion Rec (2006)4 del Consejo de Europa

Estos documentos incluyen diversos conceptos fundamentales sobre la ética en la

investigacion con seres humanos, de los que se puede destacar cuatro puntos clave

(8):

1)

2)

3)

4)

Es necesario contar con el consentimiento libre e informado del sujeto antes
de la recoleccién de los especimenes.

El estudio debe ser correctamente disefiado por especialistas en el area y
debe de conducir a conclusiones significativas.

El estudio debe de reducir en todo lo posible los riesgos para los sujetos y
que estos riesgos no excedan los beneficios de los hallazgos esperados.
Los resultados de estudios en animales previos deben proporcionar una
razon de peso para proponer gue es necesario el estudio con seres humanos
y que esta es la unica forma de obtener la informacion que proporcionar el

estudio.

Cuando se habla de normativas internacionales aplicables en este tipo de entidades,

es importante tomar en consideracién a la norma ISO 9001, elaborada por la

Organizacion Internacional de Normalizacion (ISO, por sus siglas en inglés para
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International Organization for Standardization) que determina los requisitos para un
Sistema de Gestion de la Calidad, proporcionando a las organizaciones modelos
Utiles para demostrar la calidad de todos los procedimientos para su adecuado
funcionamiento, permitiendo proporcionar de forma coherente un producto final que
cumpla con los requisitos de los clientes y de los reglamentos aplicables (8).

La ISBER reconoce certificaciones internacionales bajo la norma ISO 9001, a través
de un organismo que esté acreditado como organismo de certificacion. La
certificaciéon de biobancos también puede obtenerse de la Red Canadiense de
Repositorios de Tejidos (CTRNet, del inglés “Canadian Tissue Repository
Network”), el Programa de Certificacion de Patologia de la Salud de Nueva Gales
del Sur (NSW-HP, del inglés “New South Wales Health Pathology”); o mediante la
realizacion de una encuesta de autoevaluacion del Programa de Certificacion de
Biobancos del Consorcio de Infraestructura de Investigacién Europeo - Recursos
Biomoleculares y Bancos de Tejidos (BBMRI-ERIC, del inglés “Biobanking and
Biomolecular Resources Research Infrastructure - European Research

Infrastructure Consortium”) (8).

3.1.6 Panorama mundial de los biobancos
Durante los ultimos afios, ha habido un incremento importante en el establecimiento
de biobancos, se espera una alta tendencia de crecimiento del mercado de
biobancos, especialmente en Asia, Europa y América del Norte, durante los
siguientes 5 afios (2023-2028) (56). Algunos de los biobancos mas importantes a
nivel mundial que son reconocidos por el Instituto Mexicano de la Propiedad
Industrial para el depdsito de material biol6gico incluyen la Coleccion Europea de
Cultivos Celulares Autenticados (ECACC, por sus siglas en inglés para European
Collection of Authenticated Cell Cultures) del Reino Unido, una coleccion de 45
especies diferentes de lineas celulares y 50 tipos de tejidos, la Coleccion de Cultivos
de Tipo Americano (ATCC, por sus siglas en inglés American Type Culture
Collection) de los Estados Unidos (EE.UU.), una coleccién de mas de 80,000
muestras biolégicas que abarcan microorganismos, lineas celulares, ADN, hongos,

tejidos vegetales y virus, la Coleccion Alemana de Microorganismos y Cultivos
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Celulares (DSMZ, por sus siglas en aleman para Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen) de Alemania, con un total de 83,000 muestras
biolégicas de microorganismos, lineas celulares humanas y animales y virus
vegetales y el Centro de Coleccién de Cultivos Microbiolégicos (CGMCC, por sus
siglas en inglés para China General Microbiological Culture Collection Center) de
China, con 40,000 cepas diferentes de microorganismos (57—61).

Existe una estimacion total de 1380 biobancos registrados en el mundo hasta el afio
2023 (Figura 3A), Europa es el continente en donde se encuentran la mayor
cantidad de biobancos registrados, con el 57% del total de biobancos (n=788),
Norteamérica es el segundo continente con mayor cantidad de biobancos, con el
20% (n=275), seguido de Asia, con el 9% (n=123), América Latina con el 8%
(n=110), Oceania con el 5% (n=74) y Africa con el 1% (n=10). Del total de 51 paises
analizados de los que se encontré registro de biobancos en las distintas fuentes
mencionadas anteriormente, el pais que cuenta con mayor niumero de biobancos
es Reino Unido con 247, seguido de Canada con 232, y Paises Bajos con 115, en
esta lista, México se encuentra en el lugar 15°, con 20 biobancos (Figura 3B), sin
embargo, es importante recalcar que las métricas en relacion a biorepositorios no
siempre tienen que referirse a la cantidad de biobancos en los paises, pues no
refleja necesariamente la calidad o cantidad de las muestras almacenadas en ellos,
es necesario mencionar que cada pais cuenta con sus propias politicas de
regulacion de biobancos, por ejemplo, en Asia, Corea del Sur cuenta con 17
biobancos regionales establecidos geograficamente por las regiones de este pais,
otro ejemplo es Japdn, que cuenta con seis biobancos en redes establecidos en el
pais, conocidos como, red de biobancos de centros nacionales
(https://ncbiobank.org/en/home.php), que estan disefiados para almacenar una gran
cantidad de muestras para proveer a los proyectos de investigacion del pais (38—
40,43-51,62-83).
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Figura 3. Biobancos registrados a nivel global. A) Niumero total de biobancos publicados, agrupados
por cada continente. B) Biobancos por pais. Se presenta un mapa de calor de paises de acuerdo
con su numero de biobancos. Las estrellas azules indican aquellos paises de los cuales la
informacion se obtuvo de articulos de revision. México es sefialado por una flecha roja. *BBMRI-
ERIC: Recursos Biomoleculares y Bancos de Tejidos - Consorcio de Infraestructura de Investigacion
Europeo (del inglés Biobanking and Biomolecular Resources Research Infrastructure - European
Research Infrastructure Consortium); UKCRC -TD: Directorio de Tejidos de la Colaboracion de
Investigacion Clinica del Reino Unido (del inglés UK Clinical Research Collaboration Tissue
Directory); CTRNet: Red Canadiense de Repositorios de Tejidos (del inglés Canadian Tissue
Repository Network); NSW-HP: Patologia de la Salud de Nueva Gales del Sur (del inglés New South
Wales Health Pathology); NIH: Institutos Nacionales de Salud (del inglés National Institutes of
Health), REBLAC: Red de Biobancos de Latinoamérica y del Caribe. Imagen creada a partir de (38—
40,43-51,62-83).

3.1.7 Biobancos en México
Para entrar en contexto con la situacion actual de biobancos en Meéxico, es
necesario hablar acerca de como ha ido evolucionado a lo largo de los afios,
comenzando por el Biobanco de la Universidad Autbnoma de Nuevo Le6n (UANL),
el cual inicié en 2002 como un proyecto de un acervo para el laboratorio de la UANL
que, en colaboracion con el Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion
Salvador Zubiran (INCMNSCZ), en 2015 adquiri6 el estatus de Laboratorio
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Nacional, por el CONAHCYT, adquiriendo el nombre de Laboratorio Nacional
Biobanco (LANBIOBAN). Posteriormente, este proyecto continu6é expandiéndose y
se fueron anexando a este proyecto las siguientes instituciones:

e El biobanco de la Universidad Autonoma de Guerrero (UAGro)

e El biobanco de la Universidad Autonoma de San Luis Potosi (UASLP)

e El biobanco del Instituto Nacional de Salud Publica (INSP)

e El biobanco del Instituto Nacional de Medicina Gendmica (INMEGEN)
En 2017, debido al anexo de mas biobancos, se dio paso a la Red Mexicana de
Biobancos (REMBIOBAN). Las instituciones integrantes de la REMBIOBAN hacen
un esfuerzo de mantener estdndares nacionales e internacionales, siguiendo las
buenas practicas de biobancos estipuladas por la ISBER (26). En 2019, la
REMBIOBAN dio a conocer en la reunion anual del ISBER, en China, un total de 9
biobancos que integran a esta red, incluyendo ahora al Instituto Tecnoldgico de
Monterrey, el Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS), y el Instituto Nacional de
Cancerologia (INCan) (80).
A lo largo del tiempo, estas instituciones fueron consideradas como un biobanco,
sin embargo, a partir de julio de 2023 la COFEPRIS otorgd la primera licencia
sanitaria especifica para biobancos al INCMNSZ. Anteriormente, esta institucion ya
contaba con una licencia sanitaria expedida por la COFEPRIS en modalidad de
“Extraccion (procuracién) de 6rganos, tejidos, células, trasplante de rifién, higado,
pancreas, tejido musculo esquelético, vascularizado (cara) y células progenitoras
hematopoyéticas”, sin embargo, adquiere la nueva licencia sanitaria en la modalidad
de “Biobanco con fines de investigacion (saliva, sangre total y orina)”, marcando un
precedente histérico en la regulacion y definicion de un biobanco en el pais, siendo
este, oficialmente, el primer biobanco en México (22,24,84,85).
Es importante mencionar que para la creacion y mantenimiento de un acervo la
acreditacion de esta o algun otro tipo de licencia no es obligatoria y queda a
consideracion de cada acervo la decision de buscar o no las acreditaciones que
sean pertinentes para cumplir con su propésito para el cual fue disefiado, tomando
en cuenta sus limitaciones fisicas o restricciones financieras (8). En México, existen

instituciones con acervos que cumplen con su propdésito sin contar con informacion
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publicada acerca de contar con una certificacion, hay otros acervos que, para avalar
con el cumplimiento de estandares de calidad y seguridad, han recibido licencias de
la COFEPRIS en modalidades de bancos celulares, de 6rganos, bancos de sangre,
entre otras (33,82), asi como establecimientos que han optado por el registro de su
acervo en el catalogo internacional de la CTRNet (38,83). Tomando en cuenta estas
colecciones, es posible llegar a mencionar un total de 20 acervos de muestras
humanas en el pais de los que se puede encontrar informacion publicada en paginas

oficiales, articulos o catalogos (Figura 4) (33,38-40,43-51,80-83).
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Figura 4. Acervos en México (2023). En total se encuentran establecidos 20 acervos, de los cuales
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Congreso de la Union. Imagen creada a partir de (33,38-40,43-51,80-83).



3.1.8 Acervos en la Investigacion de la Leucemia
De los diferentes biorepositorios establecidos en la Figura 4, se encuentran 2
instituciones que cuentan con acervos enfocados en el estudio de la Leucemia
Infantil (33,50,86,87):

1. “Biobanco de la Universidad Autonoma de Guerrero (UAGro)”, miembro de
la REMBIOBAN, con muestras de suero de pacientes pediatricos con
leucemia, provenientes del Instituto Estatal de Cancerologia de Guerrero
(33,87).

2. “Biobanco de Investigacion en Células Leucémicas”, del Hospital Infantil de
México Federico Gomez (HIMFG), con muestras de suero y leucocitos
provenientes especimenes de MO y sangre de pacientes pediatricos con
Leucemia Linfoblastica Aguda (LLA) al Debut, es decir, tomados al
diagnéstico (50,86).

3.2 Antecedentes especificos

3.2.1 Investigacion de la Leucemia Infantil en México
Para un pais en vias de desarrollo, como México, en donde el estudio de la
Leucemia Infantil es considerado una prioridad de salud debido al aumento de casos
con pronostico desfavorable, es necesario el apoyo a programas exhaustivos que
promuevan el registro, deteccion temprana y estratificacion de riesgo de los casos

de leucemia infantil (88).

3.2.2 PRONAII de Leucemia Infantil
El PRONAII de Leucemia Infantil existe con la finalidad de disminuir la mortalidad
de esta enfermedad en regiones vulnerables de Puebla, Tlaxcala y Oaxaca, al
apoyar la investigacion en leucemia en México, tomando en cuenta el contexto
social y ambiental de los pacientes (89). Para abordar la complejidad de esta
enfermedad de manera integral, el PRONAII de Leucemia Infantil puso en marcha

once proyectos enlistados a continuacion (90):

1. Uso de la terapia celular inmunolégicamente especifica por medio de

linfocitos T quiméricos desarrollados en México para mejorar la sobrevida de
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10.

11.

nifios con leucemia aguda linfoblastica Pre-B en recaida/refractaria del
sureste de México

Plataformas biotecnolégicas para la innovacion y desarrollo de terapias
contra el microambiente tumoral en leucemias

Expansién ex vivo a escala clinica de células troncales y progenitoras
hematopoyéticas de la sangre de cordon umbilical para el tratamiento de
leucemia infantil

Armonizacién nacional de sistemas de registro y diagndstico por citometria
de flujo

Perfil de expresion de snoRNAS (small nucleolar RNAs) en leucemia
linfoblastica aguda

La cortactina como un nuevo blanco terapéutico para prevenir la infiltracion
de d6rganos, la colonizacién de la médula 6sea y la recaida en la leucemia
linfoblastica aguda

Modulacion de la cascada de sefializacion del calcio para mejorar la eficacia
del tratamiento en leucemia linfoblastica aguda

Células troncales leucémicas

Abordaje genomico integral de la leucemia linfoblastica aguda (LLA) en
pacientes pediatricos

Epidemiologia y supervivencia de las leucemias agudas en nifios de zonas
marginales de México

Laboratorio de Citdmica del Cancer Infantil

3.2.3 Laboratorio de Oncoinmunologia y Citbmica del Cancer Infantil

Uno de los proyectos que conforman al PRONAII de Leucemia Infantil es el
Laboratorio de Citébmica del Cancer Infantil, dirigido por la Dra. Rosana Pelayo
Camacho. Este innovador proyecto tiene como objetivo central establecer un
laboratorio de citomica sin precedentes en América Latina. Equipado con tecnologia
de citometria de flujo y citometria de masas de alto rendimiento, este laboratorio
tendra la capacidad de revolucionar el diagndstico y prondstico de precision para

pacientes con leucemia infantil provenientes de zonas vulnerables (91).
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Entre los diferentes campos de estudio del equipo de trabajo que dirige la Dra.
Pelayo se encuentra la caracterizacion del microambiente tumoral de la MO durante
la leucemia, mediante el uso de una técnica de cultivo en 3D conocida como
organoide (Figura 5A), que funciona como una plataforma ex vivo personalizada
para cada paciente, mediante la cual se realizaron diversos estudios para simular
un nicho leucémico de la MO, haciendo un cocultivo de células leucémicas con un
esferoide de CEM provenientes de pacientes pediatricos de leucemia, estas células
son importantes para la investigacion del microambiente por medio del estudio de
la expresion de marcadores de membrana presentados en estas células
constitutivas de la MO. También ha permitido la caracterizacion del nicho especifico
de la leucemia, esto fue por medio de secuenciacion de las CEM provenientes de
pacientes de esta enfermedad, permitiendo identificar hasta 103 genes
sobreexpresados consistentemente (Figura 5B). Este hallazgo clave condujo al

descubrimiento de dos firmas principales de ontologia genética (92).

La primera firma, proinflamatoria, se caracteriza por un conjunto de quimiocinas que
impulsan el reclutamiento de neutrdfilos, la sefializacion de IL-17, la activacion de
metaloproteasas y la migracidbn de leucocitos. Entre estas quimiocinas se
encuentran CXCL1, CXCL2, CXCL3, CXCL5, CXCL6, CXCL8, CCL20, junto a
moléculas proinflamatorias como IL-1B, IGF1, MMP1, MMP3 y MMP8. La segunda
firma, en contraste, presenta sefializacion TLR, sefializacion mediada por citocinas
y regulacion negativa de la proliferacién de leucocitos. Ademas, se observo una alta
expresion de las quimiocinas CXCL10 y CXCL11, y de moléculas supresoras como
la indolamina-2,3-dioxigenasa 1 (IDO1) y la galectina-9 (LGALS9). Gracias a esto
se conoce que el microambiente de la MO es una pieza clave en el panorama
inmunoldgico de la leucemia, el cual puede presentarse como un nicho inflamatorio
y de expansion de la leucemia, que promueve la proliferacion del cancer, la
inflamacion y que reduce el soporte a la hematopoyesis normal; y que también
puede presentarse como un nicho supresor, que favorezca la quiescencia de la

leucemia, quimiorresistencia e inmunosupresiéon (Figura 5C) (92).
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El Laboratorio de Citdbmica del Cancer Infantil ofrece oportunidad diagnéstica en
nifias, nifos y adolescentes de regiones vulnerables, asi como la estratificacion de
estos pacientes de acuerdo con los datos obtenidos de los diagndsticos (Figura 5D)
y de la inmunofenotipificacion de las CEM obtenidas posteriormente de los
remanentes de las muestras de MO (Figura 5E), esto ultimo se hizo con el objetivo
del estudio del nicho de las CEM por el analisis de moléculas de superficie de interés
para regulacion de funciones inmunoldgicas. Esta estratificacion ha demostrado ser
una potencial herramienta predictiva para el riesgo del desarrollo de Enfermedad
Medible Residual (EMR) en pacientes, uno de los hallazgos mas importantes fue
gue los adolescentes de 10-18 afios que padezcan de LLA ProB o LMA enfrentan
el mayor riesgo relativo para EMR, el andlisis de la expresion de marcadores en las
CEM permiti6 observar que la LLA ProB y LLA ProB-PreB es promovida por un nicho
supresor, apoyando los estudios descritos anteriormente en este apartado. En este
estudio se demostré que el andlisis del microambiente tumoral por medio de las
CEM puede ayudar a generar un perfil de riesgo para los pacientes pediatricos,
integrando ademas en este perfil, el fenotipo de la leucemia y el contexto
inmunolégico, obtenido de los diagndsticos (93).
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Figura 5. Panorama académico del Laboratorio de Oncoinmunologia y Citdmica del Cancer Infantil.
A) Plataformas tridimensionales (organoides) para el estudio microambiental de la leucemia. B)
Expresion diferencial de genes en CEM derivadas de pacientes de leucemia infantil. C) Modelo de
nichos de la MO normal y leucémica. D) Riesgo Relativo de EMR por inmunofenotipo, sexo y edad
en pacientes pediatricos de leucemia. E) Perfiles de riesgo de recaida para los pacientes pediatricos,

basado en el fenotipo de la leucemia, el contexto inmunolégico y microambiente tumoral.

3.2.3.1 Microambiente tumoral
Los estudios de microambiente mencionados anteriormente son una pieza clave
para la mejor comprension del micro ecosistema especializado de la MO. En un
ambiente normal, estos nichos juegan un papel importante en el mantenimiento de
la hematopoyesis, influyendo en la supervivencia, autorrenovacion y diferenciacion
de las células hematopoyéticas. Durante la leucemia, las células cancerigenas
alteran estos nichos de la MO, promoviendo la expansién de la leucemia y creando
una condicion que las favorezca. Como ya se menciond anteriormente, las CEM
juegan un papel importante en este proceso de edicion de nichos durante la

leucemia, lo que las vuelve un blanco importante para investigacion (92—-94).

3.2.3.2 Células Estromales Mesenquimales
Las CEM son un tipo de células multipotentes presentes en la MO, que juegan un
papel importante en el mantenimiento de su micro ecosistema, promoviendo la
hematopoyesis normal. No obstante, durante la edicion de los nichos, son
condicionadas por las células cancerigenas para participar a favor de la
fisiopatologia de la leucemia. Estos cambios tan importantes que ocurren en el
microambiente de la MO durante la leucemia convierten a las CEM en importantes
blancos de estudio para comprender mejor la fisiopatologia de esta enfermedad
mediante el estudio de marcadores de membrana presentes en estas ceélulas, que
reflejan la condicion del microambiente tumoral en que se encuentra la MO durante

la leucemia (92).

3.2.4 La Ruta de Atencion del PRONAII de Leucemia Infantil
El PRONAII de Leucemia Infantil ha implementado una Ruta de Atencidon que tiene

por objetivo garantizar un diagnostico y seguimiento oportuno, completo y continuo
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para cada nifia, nifio y adolescente con sospecha de leucemia en las regiones de
Puebla, Tlaxcala y Oaxaca que se encuentre participando en el programa. Esto es
mediante un algoritmo sistematizado, que inicia desde la llegada del paciente al
hospital, hasta la emision del informe de diagndstico estandarizado al médico
tratante. Esta Ruta de Atencion establece una red de colaboracion entre
aproximadamente 50 especialistas en el area de la salud para facilitar el diagnaostico,
seguimiento y estudio de la leucemia en pacientes pediatricos. El proceso inicia con
la identificacion de casos sospechosos por parte de hematdlogos y oncélogos,
seguido de la recoleccion de especimenes (MO, SP y O) y datos clinicos en
hospitales participantes de Puebla, Oaxaca y Tlaxcala. Los especimenes de MO se
transportan al laboratorio de Citdmica del Cancer Infantil para el diagnéstico y
posteriormente sus remanentes se procesan para luego ser almacenados junto con
las muestras de SP y O para ser distribuidas a investigadores interesados en

estudios sobre la leucemia (6).

La gran variedad de proyectos del PRONAII de Leucemia Infantil es la base
fundamental de este necesario esfuerzo multidisciplinario para conocer mas a fondo
esta enfermedad, y al mismo tiempo, muestra la necesidad aumentar el nimero de
muestras provenientes de especimenes de pacientes de leucemia infantil, que estén
disponibles para investigacion. Estas necesidades dan pauta para promover la

generacion de nuevos acervos para investigacion en leucemia infantil en México.

4 Justificacion

La leucemia infantil representa un desafio para la salud publica en México, teniendo
una alta incidencia y mortalidad en este segmento de la poblaciéon. Debido a la
necesidad de comprender a fondo esta enfermedad, los investigadores enfrentan
constantemente el obstaculo de no tener acceso a muestras clinicas para sus
estudios. Se requiere de la generacién de acervos planeados con base en las
cualidades necesarias que hacen falta en una coleccion de este tipo en el pais,
realzando la importancia de que este acervo celular sea correctamente gestionado,
organizado y eficiente; y que incluya diversos tipos de muestra de un mismo

paciente, entre estas, es imprescindible la inclusion de CEM, cuya existencia de un
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acervo de este tipo de células para estudios de leucemia infantil no se encuentra
reportada en México. Es importante que estas muestras provengan de especimenes
de pacientes que habiten los Estados vulnerables de la republica que sean de los
mas afectados por esta enfermedad, y que presenten diferentes etapas del

seguimiento para enriquecer los estudios en la leucemia en el pais.

En este contexto, el PRONAII de Leucemia Infantil proporciona acceso a muestras
de pacientes de 3 de las poblaciones mas vulnerables de la republica, mediante un
proceso detallado de procedimientos y procesamientos para maximizar el uso de
cada espécimen. La gestion eficiente de estos procesamientos es crucial para
asegurar un suministro organizado de muestras, vital para impulsar la investigacion.
Este acervo no solo es fundamental desde el punto de vista cientifico, sino que
también tiene un profundo impacto social, mejorando las perspectivas de salud y
calidad de vida de los nifios y adolescentes mexicanos afectados por esta

enfermedad.

5 Planteamiento del problema

A pesar de la relevancia de investigar a la leucemia infantil, nos encontramos con el
desafio de la escasa disponibilidad de muestras clinicas en México. Los remanentes
de MO del diagndstico de leucemias agudas realizado por el Laboratorio de
Citébmica del Céncer Infantil ofrecen una solucién a este problema, proporcionando
acceso a muestras de los pacientes participantes, por lo que es indispensable una
gestion eficaz de estos recursos para crear un acervo celular robusto, y asi

fortalecer la investigacion sobre leucemias agudas.

6 Hipdtesis cientifica
La correcta gestion de un acervo celular de pacientes pediatricos con diagndstico
de leucemia aguda proveera de muestras a diferentes proyectos de investigacion

en leucemias agudas infantiles.
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7 Objetivos

7.1 Objetivo general
Gestionar el Acervo Celular del PRONAIlI de Leucemia Infantil, que recopila
muestras derivadas de especimenes de remanentes de médula 0sea, sangre
periférica y orina de pacientes pediatricos que hayan participado en los protocolos
del PRONAII de Leucemia Infantil.

7.2 Objetivos particulares

1) Desarrollar una plataforma electronica para el registro y la identificacion
eficiente de las muestras.

2) Conocer el comportamiento de cultivos primarios de CEM provenientes de
especimenes de Leucemia Infantil.

3) Verificar la calidad de las muestras almacenadas por medio de pruebas de
viabilidad celular.

4) Elaborar un informe detallado sobre los costos de los insumos utilizados para
el acervo celular.

5) ldentificar los procedimientos de funcionamiento del acervo celular con el fin

de apoyar la investigacion biomédica.

8 Material y métodos

8.1 Disefio del estudio
El presente proyecto se cataloga como descriptivo, longitudinal, observacional y con
temporalidad prospectiva.

8.2 Ubicacion espacio temporal
El presente proyecto se realiz6 en el Laboratorio de Oncoinmunologia y el
Laboratorio de Citomica del el Cancer Infantil del CIBIOR, que se encuentra en las
instalaciones del Hospital General de Zona 05 IMSS, Metepec, Atlixco, Puebla.
Se incluyen muestras obtenidas de los especimenes proporcionados por la Ruta de
Atencion del PRONAII de Leucemia Infantil, procesadas y almacenadas en el
Laboratorio de Oncoinmunologia y Citomica del Cancer Infantil del CIBIOR en
Puebla y Laboratorio Juarez en Oaxaca en el periodo de tiempo de mayo de 2021

hasta mayo de 2023. Se incluyen las muestras provenientes de especimenes de los
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hospitales en Puebla, Unidad Médica de Alta Especialidad Hospital de
Especialidades "Dr. Manuel Avila Camacho" Hospital del Instituto Mexicano del
Seguro social (IMSS), Hospital para el Nifio Poblano (HNP), el Instituto de Seguridad
y Servicios Sociales para los Trabajadores del Estado de Puebla (ISSSTEP) vy el
Hospital General del Sur. En Tlaxcala, el Hospital Infantil de Tlaxcala (HIT). En
Oaxaca, el Hospital de la Nifiez Oaxaquefia (HNO) del Instituto de Salud para el
Bienestar (INSABI), y el Hospital General de Zona No. 1 (HGZ01) IMSS Oaxaca.

8.3 Estrategia de trabajo
Todas las muestras son almacenadas a -80°C y son registradas en una bitacora de
almacenamiento, esta informacién de almacenamiento sera posteriormente
registrada en la Plataforma de Registro de Almacenamiento, que fue desarrollada
para contar con una plataforma electrénica para el registro y la identificacién
eficiente de las muestras almacenadas. Todos los procedimientos de
procesamiento y almacenamiento son realizados por el personal capacitado del
Laboratorio de Oncoinmunologia. También se desarroll6 la Plataforma de
Seguimiento de CEM para crear un registro digital en tiempo real de la supervisién
de los cultivos en donde se registre la informacién de la muestra, el crecimiento
celular y las caracteristicas del cultivo. Para garantizar la calidad de las muestras
almacenadas, se descongel6 una serie de muestras representativas y se evaluod la
viabilidad celular por medio del método de exclusion de colorante azul tripan. Para
garantizar la sustentabilidad econdmica del acervo, se llevé a cabo un informe
detallado en los costos del consumo de insumos utilizados para los procedimientos
de procesamiento de especimenes y almacenamiento de las muestras. Por ultimo,
para cumplir el objetivo del acervo de apoyar la investigacibn biomédica, se
desarrollaron los procedimientos de funcionamiento del acervo celular, de manera
gue se puedan ceder las muestras almacenadas, y bases de datos con la
informacion relevante de la muestra de manera eficiente. Esta estrategia de trabajo

se encuentra ilustrada en la Figura 6.
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Figura 6. Estrategia de trabajo de los procesos de gestion del acervo celular del PRONAII de

Leucemia Infantil. EI Acervo Celular del PRONAII de Leucemia Infantil se enriquece de diversas
muestras obtenidas a través del procesamiento de especimenes provenientes de la Ruta de Atencion
del PRONAII de Leucemia Infantil, almacenados en el Laboratorio de Oncoinmunologia y Citomica
del Cancer Infantil, CIBIOR, Puebla; y Laboratorios Juarez, Oaxaca. El acervo debe de ser
correctamente gestionado, para esto, fue necesario cumplir con aspectos importantes, como tener
una correcta gestién del almacenamiento de muestras, y monitoreo de los cultivos primarios de CEM,
para el cumplimiento de estos puntos, se desarroll6 plataformas digitales para el registro en linea.
Otro punto importante es verificar la calidad de las muestras almacenadas, por lo que se realizé
pruebas de viabilidad para aquellas muestras que requieran de células viables. También, se realiz6
la gestibn de los recursos econOmicos necesarios en los procesos de procesamiento y
almacenamiento utilizados para el acervo. Por Ultimo, se llevé a cabo la identificacion de los procesos
necesarios para el funcionamiento del acervo y llevar a cabo la cesién de las muestras almacenadas
en el acervo hacia los investigadores, con el objetivo de apoyar la investigacion en la leucemia en el

pais.

8.4 Muestreo
8.4.1 Definicién de la poblacion
El proyecto cuenta con dos poblaciones diferentes:
e Casos: Muestras obtenidos de especimenes de remanentes de aspirado de
MO, SP, y O, provenientes de pacientes pediatricos con diagndéstico de

leucemia, que aceptaron participar en el PRONAII de Leucemia.
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Controles: Muestras obtenidas de especimenes de SP y O provenientes de
nifias, nifios y adolescentes que no presentan diagnostico de leucemia, estos
especimenes pertenecen al protocolo de “Epidemiologia y supervivencia de
las leucemias agudas en nifios de zonas marginadas de México (303019)”

perteneciente al PRONAII de Leucemia Infantil.

8.4.2 Seleccioén de la muestra

Debido a que el objetivo de este proyecto es la gestion del acervo, las muestras que

componen este biorepositorio se clasificaran de la manera descrita a continuacion:

Muestras provenientes de especimenes de remanentes de aspirado de MO,
obtenidos de casos, que posteriormente fueron reclutados y procesados por
el Laboratorio de Oncoinmunologia para obtener estas muestras, que fueron
almacenadas a -80°C.
Muestras provenientes de especimenes de SP, obtenidos de casos o
controles, que posteriormente fueron reclutados y procesados por el
Laboratorio de Oncoinmunologia para obtener estas muestras, que fueron
almacenadas a -80°C.
Muestras provenientes de especimenes de O, provenientes de casos 0
controles, que posteriormente fueron reclutados por el Laboratorio de
Oncoinmunologia y directamente fueron almacenados a -80°C.
8.4.3 Criterios de seleccion de la muestra

8.4.3.1 Criterios de inclusion
Todas las muestras incluidas en los protocolos del PRONAII de Leucemia
Infantil

8.4.3.2 Criterios de exclusion
Muestras cuyo procesamiento no fue el adecuado.

8.4.3.3 Criterios de eliminacion
Muestras almacenadas provenientes de especimenes de pacientes que
decidieron retirar el consentimiento después de haber sido procesado el

espécimen.
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8.4.4 Disefio y tipo de muestreo
Este proyecto presenta un muestreo no probabilistico e intencional, ya que se

incluyeron todas las muestras que cumplieron con los criterios de inclusion.

8.4.5 Tamafio de la muestra
Se incluyeron todas las muestras que cumplian con los criterios de inclusion
establecidos dentro del periodo de tiempo de mayo de 2021 hasta mayo de 2023,
almacenados en el Laboratorio de Oncoinmunologia y Laboratorios Juarez, Oaxaca.

8.5 Definicion de las variables y escalas de medicion

Para el proyecto se definieron las siguientes variables

e Tipo de espécimen: Escala de medicibn nominal, se clasifican segun su
origen biolégico en remanentes de aspirado de MO, SP y O.

e Tipo de leucemia: Escala de medicion nominal, asignado con base en el
resultado de la prueba diagnéstica realizada en el Laboratorio de Citdmica
del cancer Infantil. Las categorias son LLA, LMA o No LA.

e Seguimiento de la enfermedad: Escala de medicion nominal, refleja la etapa
de la leucemia representada por el espécimen de MO remanente, pudiendo
ser al inicio de la enfermedad (Debut) o en seguimiento de la EMR.

e Muestra: Se identifica la muestra obtenida después del procesamiento del
espécimen mediante una escala nominal. Las posibilidades incluyen: CEM,
CMN, L, L-RLT, L-SB, O, MOT y P.

e Procedencia del espécimen: Con una escala nominal, se registra la
procedencia geografica del espécimen, especificando el nombre y la

ubicacion del hospital de origen, asi como el Estado de donde proviene.

8.6 Método de recoleccion de datos
Con ayuda de formularios de Google se dispuso de informacion en tiempo real en
hojas de calculo de Google y se logré crear las bases de datos utilizadas en este

proyecto, cuyos métodos de recoleccion de datos se explican a continuacion.

1. Base de Datos de Almacenamiento. Esta base de datos almacena la
informacion de almacenamiento de las muestras, asi como la informaciéon

clinica referente al espécimen del que provienen.
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2. Base de Datos de Seguimiento de CEM: Se registro la informacion obtenida
a partir de los datos obtenidos del monitoreo de CEM.

3. Base de Datos de Cesion de Muestras del Acervo Celular del PRONAII de
Leucemia Infantil: Esta base de datos registra las muestras cedidas a los
diferentes investigadores, asi como la informacion clinica referente al

espécimen del que provienen.

8.7 Técnicas y procedimientos
La metodologia se abarcara de acuerdo con los objetivos planteados en este

proyecto de tesis.

8.7.1 Desarrollar una plataforma electronica para el registro y la

identificacion eficiente de las muestras almacenadas.

8.7.1.1 Desarrollo de la Plataforma de Registro de Almacenamiento
1. Se accedi6 a la pagina principal de Google Drive a través del correo de Gmail
que se utilizé6 para administrar la informacion de la Base de Datos de
Almacenamiento.
2. Se selecciond la opcion de Nuevo — Formularios de Google — Formulario en
Blanco para comenzar.
3. Seingreso6 el nombre del formulario en el titulo y se agregé la descripcion.
4. Se utilizo la opcion de “Agregar pregunta” para ingresar los 14 apartados de
opcion multiple o complementacion necesarios para permitir registrar la
informacion referente al espécimen, incluyendo los siguientes puntos:
1) Institucion de donde se procesa el espécimen
2) Tipo de leucemia referente al espécimen
3) Tipo de ingreso del espécimen
4) Fecha de almacenamiento de la muestra procesada
5) Numero de folio PRONACE referente al espécimen del paciente
6) Iniciales del paciente, empezando por el apellido paterno
7) Tipo de espécimen
8) Tipo de muestra
9) Estado de procedencia
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10)Cddigo de la muestra escrito en el criovial

11)Viabilidad (%)

12)Nombre de la caja de almacenamiento

13)Coordenadas de almacenamiento de la muestra en la caja
14)Comentarios

8.7.1.2 Vincular Plataforma de Registro de Almacenamiento a una

Hoja de Calculo.
1. Seingreso a la interfaz de edicidn, siguiendo la ruta Respuestas — Vinculo a
Hojas de calculo — Crear una nueva hoja de célculo. De esta manera, se cred

una Base de Datos de Almacenamiento.

8.7.1.3 Compartir Plataforma de Registro de Almacenamiento
1. Se selecciond la opcion de Enviar — Enviar por — Vincular, lo que brind6 un

enlace para que el formulario sea compartido con el personal.

8.7.2 Conocer el comportamiento de cultivos primarios de CEM

provenientes de especimenes de Leucemia Infantil.

8.7.2.1 Desarrollo de la Plataforma de Seguimiento del crecimiento de
CEM

1. Se desarrollé un formulario con una descripcion.

2. Utilizando la opcién de “Agregar pregunta”, se ingresé los 20 apartados de
opcion multiple o complementacion necesarios para permitir registrar la
informacion de las observaciones realizadas durante la supervisién del
crecimiento de los cultivos, estos apartados se enlistan a continuacion:

a) Informacion del cultivo
1) Tipo de leucemia referente al espécimen
2) Tipo de ingreso del espécimen
3) Fecha de siembra
4) Numero de folio PRONACE referente a la muestra del paciente

5) Iniciales del Paciente, empezando por el apellido paterno
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6) Institucién de Procedencia
7) Numero de Placa
8) Numero de Pase
b) Observaciones
9) Presencia de estrés
10)Presencia de vacuolas
11)Presencia de Desechos
12)Contaminacion
13)Células no adheridas
14)Crecimiento
15)Morfologia
16)Fotografia de la morfologia celular
c) Toma de Decisiones
17)Hacer siguiente pase
18)Crioconservar
19)Cultivo Eliminado
20)Comentarios

8.7.2.2 Vincular Plataforma de Registro de Almacenamiento a una
Hoja de Calculo.
1. Se sigui6 la ruta Respuestas — Vinculo a Hojas de célculo — Crear una nueva

hoja de calculo para crear la Base de Datos de Seguimiento de CEM.

8.7.2.3 Compartir Plataforma de Seguimiento del crecimiento CEM
1. Se selecciond la opcion de Enviar — Enviar por — Vincular, lo que brind6 un

enlace para que el formulario sea compartido con el personal.

8.7.2.4 Protocolo de seguimiento de crecimiento de CEM
1. Mediante el uso del microscopio invertido, se realizé el monitoreo de las
placas de cultivo de CEM y se contestd el formulario de acuerdo con los

apartados de:
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a) Informacion del cultivo: Incluye el folio PRONACE, institucion de
procedencia, iniciales del paciente, fecha de siembra, seguimiento,
namero de placa de cultivo, nimero de pase del cultivo.

b) Observaciones: Incluye el porcentaje de confluencia observada,
morfologia, presencia de estrés, vacuolas, desechos, células no
adheridas, fotografia del cultivo y comentarios.

c) Toma de decisiones: Incluye la tripsinizacion al siguiente pase,

crioconservacion o eliminacién del cultivo.

8.7.2.5 Calculo de radios de crecimiento

1. Con base en los datos obtenidos de la Base de Datos de Seguimiento de
Crecimiento de CEM, se seleccioné la informacion del porcentaje de
confluencia de los cultivos que fueron tripzinizados en PO a P1 y la fecha de
siembra del cultivo.

2. Se escogi6 una cohorte de cultivos representativos para cada paciente y su
seguimiento, correspondiendo a LLA — Debut, LLA — EMR, LMA — Debut,
LMA - EMR y a No LA.

3. Se calculé el radio de crecimiento de los cultivos, dividiendo el porcentaje de
confluencia en la placa al momento de ser tripzinizada, entre el tiempo en
dias que tardd el cultivo en llegar a ese determinado porcentaje de

confluencia, como se muestra en la siguiente formula.

A = Porcentaje de confluencia (%) en la placa
B = Tiempo (dias)que duro el cultivo desde su siembra

C = Radio de crecimiento

8.7.3 Verificar la calidad de las muestras almacenadas por medio de
pruebas de viabilidad celular
8.7.3.1 Tincidn por exclusién de colorante azul tripan
1. Utilizando la Base de Datos de Almacenamiento, se selecciond

aleatoriamente una muestra que haya sido almacenada desde 53 hasta 583
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dias, cuya viabilidad celular pueda ser cuantificada, estas muestras son
CMN, CEM, L, y MOT.

2. Una vez ubicada la muestra, se realizé el descongelamiento utilizando un
bafio Maria a 37°C y 2 lavados con 7 mL de medio DMEM para limpiar el
DMSO de la muestra y resuspender en 1 mL de medio.

3. Tomar una alicuota de la muestra y proceder a hacer la tincion por exclusion
de colorante azul tripan en una relacion 1:1.

4. Con el uso de un microscopio y una camara de Neubauer, se realizé el conteo
celular. Las células comprometidas se tifieron de azul, mientras que las
células viables no adquirieron colorante.

5. Se calcul6 el porcentaje de viabilidad de las células por medio de la siguiente

formula;

D
F=—x 100

D = Numero de células vivas contadas
E = Total de células (vivas y muertas)

F = Viabilidad (%)

8.7.4 Elaborar un informe detallado sobre los costos de los insumos

utilizados para el acervo celular.

8.7.4.1 Calculo de cantidad de costo de insumos por protocolo de
procesamiento y almacenamiento
1. A partir de los protocolos de procesamiento de especimenes vy
almacenamiento de muestras, se realiz6 un conteo del numero de insumos
utilizados en cada protocolo, como se muestra en la Tabla 2.
Tabla 2. Cantidad de insumos utilizados en los procesos de procesamiento

y almacenamiento del acervo.
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Tipo de

protocolo

Nombre del

Protocolo

Cantidad de insumos utilizados

Procesamiento

Aislamiento de L

e 3mL de buffer de lisis

¢13 mL de Solucién Salina de Fosfatos
(PBS) (1X) filtrado

¢19 uL de liquido de Turk

¢ 19 pL de colorante azul de tripan

1 tubo estéril de 15 mL

o5 puntas estériles de 1000 uL

¢ 2 puntas estériles de 200 L

¢ 2 puntas estériles de 10 pL

Procesamiento

Aislamiento  de
CMN

¢ 3mL de reactivo Ficoll-Paque

o7 mL de PBS (1X) filtrado

e2 mL de medio DMEM adicionado con
10% de suero fetal bovino (SFB) y 1% de
antibidtico-antimicatico, filtrado.

¢19 uL de liquido de Turk

¢ 19 L de colorante azul de tripan

e 2 pipetas seroldgicas estériles de 10 mL

e 2 tubos estériles de 15 mL

¢ 7 puntas estériles de 1000 uL

¢ 2 puntas estériles de 200 uL

¢ 2 puntas estériles de 10 L

e 2 espacios para sembrar en microplaca

estéril de 24 pozos

Procesamiento

Cultivo y
recoleccion de
CEM

¢61 mL de medio DMEM adicionado con
10% de suero fetal bovino (SFB) y 1% de
antibiotico-antimicotico, filtrado.

¢4 mL de tripsina

¢2 mL de PBS (1X) filtrado
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¢ 14 puntas estériles de 1000 pL
¢ 2 puntas estériles de 200 L

¢ 1 placa estéril de 100 mm

Almacenamiento | Almacenamiento | 450 uL de SFB
con SFB ¢50 pyL de DMSO
e 1 criovial

¢ 1 espacio en la caja para crioconservar

Almacenamiento | Almacenamiento | ¢500 uL de buffer RLT

con RLT o1 criovial

¢ 1 espacio en la caja para crioconservar

Almacenamiento | Almacenamiento | e1 criovial

sin buffer ¢ 1 espacio en la caja para crioconservar

2. Utilizando la lista de costos de los insumos, se calculd el recurso monetario
necesario para realizar cada protocolo multiplicando la cantidad del insumo
necesaria por el costo unitario del producto, para realizar el analisis de los
costos se omiten el recurso utilizado en personal, luz eléctrica, equipos, e
infraestructura.

3. Con base en la cantidad de recurso necesario para los protocolos de
procesamiento, almacenamiento, y en el numero total de muestras
almacenadas, calcular un aproximado del costo total de insumos utilizados

para el funcionamiento del acervo utilizando la siguiente formula:
K= C )
= —_ k
q J

G = Costo de procesamiento de la muestra

H = Cantidad de componentes obtenidos por procesamiento

I = Costo de almacenamiento

J = Cantidad total de componentes almacenados en el acervo

K = Costo total de insumos utilizados en almacenamiento y procesamiento
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8.7.5 Identificar los procedimientos de funcionamiento del acervo
celular con el fin de apoyar la investigacién biomédica

8.7.5.1 Desarrollo del Sistema de Gestion
El sistema de gestion implementado se planificé con base en la Norma ISO 9001,
recomendada para la gestién de biobancos por la ISBER, que consistio en:

1. Contar con un responsable de la direccién: Fue necesario contar con un
directivo que determine los objetivos y la toma de decisiones del acervo
celular. En este caso, se contd con una responsable técnica, la Dra. Rosana
Pelayo Camacho, y la responsable de los procesos, la Dra. Diana Casique
Aguirre.

2. Gestion de los recursos: El responsable de direccion se encargd de la gestiéon
de recursos financieros y humanos necesarios para llevar a cabo las
funciones del acervo.

3. Un proceso de reclutamiento, procesamiento de especimenes, Yy
almacenamiento y redistribucion de muestras: Esta parte del proceso incluyé
todas las actividades que abarcan los procedimientos del acervo. El
Laboratorio de Oncoinmunologia cuenta con procedimientos estandarizados
para el procesamiento de especimenes y almacenamiento de muestras, los
cuales son los siguientes:

o Recuperacion de Sangre Total

o Aislamiento de plasma sanguineo

o Obtencion de CMN por gradiente de densidad

o Lisis de eritrocitos para obtencién de leucocitos totales
o Etiquetado

o Registro de Almacenamiento

o Seguimiento de CEM

4. Un proceso de medicion y analisis: Esta parte incluyo las mediciones de los
datos que pueden ser obtenidos de los resultados de las actividades del

acervo. Con base en los datos obtenidos del registro de almacenamiento, se
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grafico la informacién de las muestras almacenadas de acuerdo con su tipo
de espécimen, tipo de muestra, Estado de procedencia, asi como la
identificacion de cada paciente diferente por medio del rastreo de su niumero
de folio PRONACE. Con base en la informacion de la base de datos de
seguimiento de los cultivos de CEM, se grafic6 las caracteristicas e
indicadores de crecimiento presentados en los cultivos monitoreados.

5. Para la gestion de salida de muestras, se considera la entrada a este
proceso, las solicitudes de las muestras de interés por parte del investigador
y como salida del proceso se otorgan aquellas muestras aptas para el
proyecto de investigacion, una hoja técnica, copia del reporte de entrega y
una hoja de datos con informacion de los especimenes de los que proviene
la muestra, obtenida de la Base de Datos de Cesion de Muestras del Acervo
Celular del PRONAII de Leucemia Infantil, creada con la informacion de las
muestras cedidas a los investigadores, obtenida de la Base de Datos de

Almacenamiento.

8.7.5.2 Gestion de salida de muestras
En lo que respecta a la gestion de salida de muestras, se identificaron los siguientes

procedimientos:

1. Elinvestigador realiz6 una solicitud al correo del responsable de la direccion
del acervo, detallando las especificaciones de las muestras requeridas para
su proyecto, las cuales pueden ser:

a. Tipo de espécimen necesitada (O, SP o MO).

b. Tipo de Leucemia o control requerido (LLA, LMA o subtipo especifico).

c. Numero de folio PRONACE, solo si es que el investigador contara con
este dato.

d. Tipo de muestras requeridas.

2. Utilizando la Base de Datos de Almacenamiento, se realiz6 una busqueda
catalogada de la disponibilidad de las muestras en el acervo que coincidan

con los criterios especificados por el investigador solicitante.
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3. Se gener6 una Base de Datos de Cesion de Muestras del Acervo Celular del
PRONAII de Leucemia Infantil con la informacion de ubicacion de las
muestras, asi como los datos referentes a los especimenes. Después, las
muestras seleccionadas fueron preparadas en cajas para su envio.

4. Se coordind con el investigador solicitante la fecha de entrega y los
requerimientos para el empaquetamiento en hielo seco del envio que el
transportista debe cumplir.

5. El dia de la entrega, se proporcioné al transportista de los siguientes
productos:

a. Muestras solicitadas

b. Hoja de datos con la informacién de ubicacion de las muestras, asi
como los datos referentes a los especimenes de los que provienen.

c. Copia de reporte de entrega

d. Hoja técnica

6. Se llevd a cabo un punto de control con el transportista, verificando la
cantidad de crioviales y su concordancia con la hoja de datos, y se procede
con la movilizacion de las muestras.

7. El investigador confirma el recibido de las muestras solicitadas a través del

mismo canal de comunicacion utilizado para la solicitud.

8.8 Anadlisis de datos
El software Prisma Graph Pad 6.0 se utiliz6 para realizar analisis de datos

estadisticos.

8.9 Disefio estadistico
Se us6 la prueba de ANOVA de una via para comparar las medias de tres o0 mas
grupos independientes con respecto a una variable continua para determinar si

existe una diferencia significativa entre las medias de los grupos.

9 Resultados
Los resultados de este proyecto de tesis seran abarcados de acuerdo con los

objetivos.
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9.1 Plataformaelectronica parael registro e identificacion de muestras

del Acervo Celular

Objetivo especifico 1, Desarrollar una plataforma electronica para el registro

y laidentificacién eficiente de las muestras almacenadas.

Se puso en marcha a Plataforma de Registro de Almacenamiento del Acervo
Celular del PRONAII de Leucemia Infantil (Figura 7), que permitio el registro e
identificacion eficiente de muestras biolégicas almacenadas. Esta plataforma
permiti6 generar una base de datos, con la cual se logré cuantificar y dar
seguimiento a las muestras almacenadas, ademas de permitir identificar y localizar
muestras de interés de a cuerdo con las diversas caracteristicas que permitio
registrar la plataforma. Gracias a los datos cuantificados, es posible saber que,
desde Marzo de 2022 a Mayo de 2023, el Acervo Celular del PRONAII de Leucemia
Infantil contd con un total de 4920 muestras de 402 individuos diferentes.
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Plataforma de Registro de Almacenamiento del
Acervo Celular del Proyecto Nacional de
Investigacion e Incidencia (PRONAII) de Leucemia
Infantil

Instituto Mexicano del Segure Social, CIBIOR, Puebla

Formulario creado por Pedro Alberto Gaspar Mendoza

Dra. Rosana Pelayo Camacho

Dra. Diana Casique Aguirre
Responsable de la Base de Datos: Diana Casique Aguirre

1. Institucién de donde se pracesa el espécimen * 8. Tipo de Muestra *

(O cIBIOR O Leucocitos

O Leucocitos RLT
O Laboratorio Juarez

O Leucocitos SB

O Mononucleares

2. Tipo de Leucemia referente al espécimen Q cem
O LA Q orina
O i O Plasma
O Sangre Total
O Nola
O suero
(O Control Poblacional
O RNA

3. Tipo de Ingreso del espécimen

9. Estado de Procedencia *

O Debut
O EMR O Puebla
(O control Poblacional O oaxaca

O Tlaxcala

4, Fecha de almacenamienta de la muestra pracesada

10. Codigo de la muestra escrito en el criovial *
Fecha

dd/mmjasaa O Turespuesta

5. Nimero de Folio PRONACE referente al espécimen del paciente * 11. Viabilidad (%)

Turespuesta Turespuesta

6. Iniciales del paciente, empezando por el apellido paterno * 12. Nombre de |a caja de almacenamiento *
Tu respuesta urespuesta

. . .
7. Tipo de Espécimen 13. Coordenadas de almacenamiento de la muestra en la caja *

O MO Tu respuesta
Qo
Q sp

14. Comentarios

Turespuesta

Figura 7. Plataforma de Registro de Almacenamiento. Se afiadié una descripcion para presentar a
la plataforma y se registré la informacion clinica del espécimen, como la Institucion de
procesamiento, tipo de leucemia, tipo de ingreso del espécimen, fecha de almacenamiento, nUmero

de folio PRONACE, iniciales del paciente, tipo de espécimen, tipo de muestra, Estado de
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procedencia, codigo de la muestra, viabilidad, nombre de la caja, coordenadas de almacenamiento

y comentarios.

La composicion del acervo se distribuyd en un 48% (n=2345) de muestras
correspondientes a especimenes provenientes de un hospital participante ubicado
en el Estado de Puebla, mientras que un 44% (n=2171) provino de Oaxaca y un 8%
(n=404) fue de Tlaxcala (Figura 8A).

En cuanto al tipo de espécimen, esta coleccibn se compuso principalmente de
muestras provenientes de remanentes de aspirado de MO, las cuales representaron
el 72% (n=3526) del total almacenado, también se observo un 24% correspondiente
a especimenes de SP (n=1177), mientras que los de O constituyeron la proporcion
mas reducida, con un 4% (n=217) (Figura 8B). El acervo celular del PRONAII de
Leucemia Infantil recibié principalmente especimenes de remanentes de MO
provenientes del Laboratorio de Citomica del Cancer Infantil, es debido a esto que
hay una mayor cantidad de muestras provenientes de este tipo de espécimen, pero

también se reciben SP y O, destinados para proyectos especificos.

A partir de marzo de 2022, hasta mayo de 2023, mensualmente se estuvieron
almacenando un promedio de 272 muestras por mes (Figura 8C). Durante ese
periodo de tiempo, el mes con la mayor cantidad de muestras almacenadas en el
acervo fue octubre de 2022, representando el 9.9% (n=487) del total. Por otro lado,
enero de 2023 fue el mes con la menor cantidad de muestras almacenadas, con
apenas el 2.7% (n=136). Octubre de 2022 también se destac6 por tener el mayor
almacenamiento de muestras provenientes de MO, representando el 12.3% (n=433)
del total de muestras de MO almacenadas en el acervo. En contraste, enero de 2023
tuvo el menor almacenamiento de muestras provenientes de MO, con solo el 1.9%
(n=95) del total. En cuanto a las muestras provenientes de SP, el mes de marzo de
2022 fue el que tuvo el mayor almacenamiento, con el 13.8% (n=163) del total de
SP. En cambio, septiembre de 2022 fue el mes con el menor almacenamiento de
muestras de SP, con solo el 2.5% (n=29). En el caso de las muestras de O, mayo
de 2023 destacd por tener la mayor cantidad almacenada, conformando el 23%

(n=50) del total de muestras de O. Por otro lado, los meses de julio, noviembre y

51



diciembre de 2022 tuvieron la menor cantidad de muestras de O almacenadas, con

un 1.4% (n=3) cada uno.
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Figura 8. Muestras almacenadas en el Acervo Celular del PRONAII de Leucemia Infantil. A) Namero
de muestras almacenadas en el acervo, organizados de acuerdo con su Estado de procedencia. B)
NUumero de muestras almacenadas en el acervo celular del PRONAII de Leucemia Infantil
organizados de acuerdo con su tipo de espécimen. C) NUumero de muestras almacenadas en el
acervo celular del PRONAII de Leucemia Infantil organizados de acuerdo con el mes de
almacenamiento y tipo de espécimen. *Puebla (naranja), Oaxaca (verde), Tlaxcala (morado), MO:
Médula ésea (azul marino), SP: Sangre periférica (rojo), O: Orina (amarillo).

De los 3 tipos de especimenes diferentes que almacena el acervo, se llego a obtener
hasta 10 tipos de muestras distintas (Figura 9). Se almacend un total de 5 muestras
diferentes provenientes de especimenes de MO, y de las 3526 muestras de MO
almacenadas, los Leucocitos representaron la mayor parte, siendo el 42.8%
(n=1512), ademas, los leucocitos son almacenados de 3 maneras distintas, siendo
un 54% (n=820) L-SFB, un 23% (n=349) L-RLT, y un 23% (n=343) por L-SB. En
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cuanto al resto de total de muestras de MO, un 22.4% (n=789) correspondié a CMN,
un 20% (n=704) a P, un 9.4% (n=332) a CEM, un 5.4% (n=189) a MOT.

De los especimenes de SP, fue posible obtener hasta 4 tipos de muestras
diferentes. De las 1177 muestras de SP almacenadas, los Leucocitos fueron
también la mayor parte, siendo un 42% (n=499), que fueron almacenados un 49%
(n=245) como L-SFB, un 47% (n=232) como L-RLT y un 2% (n=22) como L-SB. Del
resto de muestras de SP, el Suero representé un 35% (n=411), de las cuales, un
69% (n=283) de estas fueron muestras obtenidas de especimenes de casos y un
31% (n=128) de especimenes de control poblacional; por ultimo, también se obtuvo
un 1% (n=7) de CMN. En el caso de los especimenes de O, fueron almacenadas
217 muestras, de las cuales, un 64% (n=138) corresponde a casos, mientras que

un 36% (n=79) a control poblacional.
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Figura 9. Muestras almacenadas en el acervo. Nimero de muestras almacenadas en el Acervo
Celular del PRONAII de Leucemia Infantil, organizados de acuerdo con su tipo de espécimen, y tipo
de muestra almacenada. *Leucocitos: azul oscuro; L-SFB (Leucocitos almacenados en Suero Fetal
Bovino): Azul rey; L-RLT (Leucocitos almacenados en RLT): azul marino; L-SB (Leucocitos
almacenados sin buffer): Azul cielo; Mononucleares: rojo; Plasma: amarillo; CEM (Células
Estromales Mesenquimales): naranja; MOT (Médula Osea Total): verde; RNA: café; Mononucleares-
SB (Mononucleares almacenados sin buffer): rosa; Suero: marrén; Orina: amarillo claro; Caso: verde

oscuro; Control: gris.

El acervo de CEM del PRONAII de Leucemia contd con 332 muestras de 105
pacientes diferentes. De estos pacientes, un 72.4% (n=76%) correspondié a
aquellos con especimenes de LLA, de estos, un 42.1% (n=32) incluy6 pacientes con
Unicamente especimenes de su Debut, un 44.7% (n=34) a pacientes con s6lo EMR
y un 13.2% (n=10) incluyé pacientes con especimenes de ambos tipos de
seguimiento. Siguiendo con el resto de los pacientes, un 11.4% (n=12) correspondi6
a aquellos con especimenes de LMA, de los cuales, el 50% (n=6) provino
Unicamente de Debut, un 41.6% (n=5) de Unicamente EMR, y el 8.4% restante (n=1)
a ambos tipos de seguimiento. El 16.2% (n=17) restante de los pacientes
correspondié a aquellos con un diagndstico negativo a leucemia aguda (Figura
10A).

En cuanto al niumero de muestras, el 73.8% (n=245) correspondido a aquellas
provenientes de especimenes de pacientes con LLA, de las cuales, el 55.1%
(n=135) fue conformado por muestras de Debut, mientras que el 44.9% (n=110)
restante correspondié a EMR. Del resto de muestras de CEM almacenadas, un
13.3% (n=44) fue de LMA, del cual, un 61.4% provino de un espécimen de Debut,
mientras que un 38.6% de EMR. El 13% (n=43) de muestras restantes, fue obtenido
de especimenes negativos a leucemia aguda (Figura 10B). Se almacend un
promedio de 19.5 muestras de CEM por mes (Figura 10C), siendo agosto de 2022
el mes con mayor nimero de muestras almacenadas, con el 18.9% (n=63) del total
de CEM almacenadas, y septiembre de 2022 el mes con menor nimero de muestras

de CEM almacenados, con solo el 0.9% (n=3) del total.
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Figura 10. Tipos de leucemia de las CEM del PRONAII de leucemia infantil. Contando con 332
crioviales de 105 pacientes diferentes. A) NUumero de Pacientes cuyas muestras de CEM se
encuentran almacenados en el acervo. B) NUmero de muestras de CEM almacenados en el acervo,
ordenadas de acuerdo con el tipo de leucemia y tipo de seguimiento del espécimen. C) Muestras de
CEM almacenados mensualmente en el acervo. *LLA: Leucemia linfoblastica aguda (azul marino),
LLA — Debut: Debut de leucemia linfoblastica aguda (azul rey), LLA — EMR: Enfermedad medible
residual de leucemia linfoblastica aguda (rojo), LMA: Leucemia mieloide aguda (amarillo), LMA —
Debut: Debut de leucemia mieloide aguda (amarillo claro), LMA — EMR: Enfermedad medible residual
de leucemia mieloide aguda (verde), No LA: Especimenes con diagnéstico negativo a leucemia

(naranja).
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9.2 Seguimiento de cultivos primarios de CEM provenientes de MO

Objetivo especifico 2, Conocer el comportamiento de cultivos primarios de

CEM provenientes de especimenes de Leucemia Infantil.

Gracias a la plataforma de seguimiento de CEM, mostrada en la Figura 11, se pudo
llevar un registro de las caracteristicas observadas durante el monitoreo del
crecimiento de los cultivos primarios realizados en el laboratorio, logrando conocer
gue durante el periodo de la realizacion de este proyecto de tesis, se sembro 488
cultivos primarios en pase 0 (P0), realizando un promedio de 31.2 cultivos PO por
mes durante el periodo de tiempo estipulado. Del total de cultivos PO sembrados, el
39.1% (n=191) logré diferenciarse de CMN a CEM, mientras que el 60.9% (n=297)

restante no mostré crecimiento celular.

Para el analisis de radios de crecimiento y caracteristicas morfolégicas se escogio
una cohorte de 117 cultivos representativos a cada paciente y su seguimiento, 42
corresponden a LLA — Debut, 44 corresponden a LLA — EMR, 8 corresponden a
LMA — Debut, 6 corresponden a LMA — EMR y 17 corresponden a No LA.

Los 117 cultivos PO tardaron un promedio de 27.2 dias para diferenciarse a CEM y
alcanzar el 100% de confluencia, fueron organizados en diferentes rangos segun su
radio de crecimiento (Figura 12A). Del total de cultivos, el 4.3% (n=5) present6 un
rango de crecimiento entre [0,0.99], el 13.7% (n=16) entre [1,1.99], el 27.4% (n=34)
entre [2,2.99], el 26.5% (n=31) entre [3,3.99], el 10.3% (n=12) entre [4,4.99], el 6.8%
(n=8) entre [5,5.99], el 8.5% (n=9) entre [6,6.99], el 0.9% (n=1) entre [7,7.99] y el
0.9% (n=1) entre [9,9.99]. La media de los radios de crecimiento fue de 3.38, el valor
minimo fue de 0.55 y el valor maximo fue de 9.48.
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Plataforma de Seguimiento del
crecimiento CEM Proyecto Nacional de
Investigacion e Incidencia (PRONAII) de
Leucemia Infantil

Instituto Mexicano del Seguro Social, GIBIOR, Puebla
Hoja de Recoleccién de MSC

ulario creado por Pedro Alberto Gaspar Mendoza
Dra. Rosana Pelayo Gamacho
Dra, Diana Casiue Aguirre
Responsable de la Base e Datos: Diana Casique Aguirre
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Figura 11. Plataforma de Seguimiento de Crecimiento de CEM. Se afiadi6 una descripcion para
presentar a la plataforma. Se registré la informacién del cultivo (folio PRONACE, institucion de
procedencia, iniciales del paciente, fecha de siembra, seguimiento, nimero de placa de cultivo,
numero de pase del cultivo). Observaciones (porcentaje de crecimiento, morfologia, presencia de
estrés, vacuolas, desechos, células no adheridas, fotografia del cultivo y comentarios), y toma de
decisiones (tripsinizacion al siguiente pase, crioconservacion o eliminacion del cultivo), esta ultima
es de caracter opcional.
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Se separaron y compararon los radios de crecimiento de acuerdo con el seguimiento
de la enfermedad (Figura 12B). Los 42 cultivos pertenecientes a LLA - Debut se
distribuyeron de la siguiente manera: el 9.5% (n=4) en el rango [0,0.99], el 16.7%
(n=7) en [1,1.99], el 30.9% (n=13) en [2,2.99], el 28.6% (n=12) en [3,3.99], el 9.5%
(n=4) en [4,4.99] y el 4.8% (n=2) en [6,6.99]. La media de los radios de crecimiento
para este grupo fue de 2.8, el valor minimo fue de 0.55 y el valor maximo fue de
6.97. De los 44 cultivos pertenecientes a LLA - EMR, el 14.0% (n=6) se ubico en el
rango [1,1.99], el 20.9% (n=11) en [2,2.99], el 16.3% (n=7) en [3,3.99], el 18.6%
(n=8) en [4,4.99], el 9.3% (n=4) en [5,5.99], el 14.0% (n=6) en [6,6.99], el 2.3% (n=1)
en [7,7.99], y el 2.3% (n=1) en [9,9.99]. La media de los radios de crecimiento para
este grupo fue de 4.24, se realiz6 una prueba de ANOVA de una via con p=0.0063,
con una significancia estadistica de (**) para LLA — Debut vs LLA — EMR. El valor
minimo fue de 1.1y el valor méximo fue de 9.48.

Los 8 cultivos pertenecientes a LMA - Debut se distribuyeron de la siguiente manera:
el 25% (n=2) en el rango [2,2.99], el 50% (n=4) en [3,3.99], el 12.5% (n=1) en
[5,5.99] y el 12.5% (n=1) en [6,6.99]. La media de los radios de crecimiento para
este grupo fue de 4.09, el valor minimo fue de 2.26 y el valor maximo fue de 6.93.
De los 6 cultivos pertenecientes a LMA - EMR, el 50.0% (n=3) se ubicé en el rango
[2,2.99] y el 50.0% (n=3) en [3,3.99]. La media de los radios de crecimiento para
este grupo fue de 2.75, el valor minimo fue de 2.11 y el valor maximo fue de 3.39.

En cuanto a los 17 cultivos pertenecientes a No LA, el 6.0% (n=2) se observo en el
rango [0,0.99], el 17.6% (n=3) en [1,1.99], el 29.4% (n=5) en [2,2.99], el 29.4% (n=5)
en [3,3.99]y el 17.6% (n=3) en [5,5.99]. La media de los radios de crecimiento para

este grupo fue de 3.12, el valor minimo fue de 0.6 y el valor maximo fue de 5.13.
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Figura 12. Radios de crecimiento en cultivos en PO. A) Numero de cultivos que presentaron un radio
de crecimiento ubicado entre los rangos asignados, clasificados de acuerdo con su tipo de leucemia
y estadio de la enfermedad (n=117). B) . Radios de crecimiento que presentaron los cultivos en PO,
organizados de acuerdo con su tipo de leucemia y estadio de la enfermedad. Se colocé la desviacion
estandar (SD). Se realizé una prueba de ANOVA de una via con p=0.0063. *LLA — Debut: Debut de
leucemia linfoblastica aguda (n=42) (azul marino), LLA — EMR: Enfermedad medible residual de
leucemia linfoblastica aguda (n=44) (rojo), LMA — Debut: Debut de leucemia mieloide aguda (n=8)
(amarillo), LMA — EMR: Enfermedad medible residual de leucemia mieloide aguda (n=6) (verde), No

LA: Especimenes con diagndstico negativo a leucemia (naranja) (n=17).

En el monitoreo de los 117 cultivos, se identificaron caracteristicas de estrés celular
(Figura 13A), observables mediante la presencia de vacuolas (Figura 13B),
desechos celulares (Figura 13C), células no adheridas (Figura 13D) y morfologia
celular anormal (Figura 13E). Del total de cultivos, el 48.7% (n=57) presento alguna
caracteristica de estrés celular. De estos, la presencia de vacuolas se registro en el
29.1% (n=17) de los casos, desechos celulares en el 29.1% (n=17), células no
adheridas en el 23.9% (n=28), y morfologia celular normal en el 85.5% (n=100),
observada con morfologia fibroblastoide (Figura 13F), por otro lado, se observo
morfologia anormal, alargada y ensanchada en el 14.5% (n=17) de los cultivos
restantes (Figura 13G).

De los 42 cultivos de LLA — Debut, el 45.2% (n=19) mostré alguna caracteristica de
estrés. Entre estos, el 23.8% (n=10) presento vacuolas, el 23.8% (n=10) desechos
celulares, el 19.0% (n=8) células no adheridas y el 9.5% (n=4) morfologia anormal.
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En los 44 cultivos de LLA — EMR, el 50% (n=22) exhibié caracteristicas de estrés.
Entre ellos, el 34% (n=15) mostré vacuolas, el 4% (n=2) desechos celulares, el

22.7% (n=10) células no adheridas y el 15.9% (n=7) morfologia anormal.

En cuanto a los 8 cultivos de LMA — Debut, el 50% (n=4) presentd caracteristicas
de estrés, de los cuales el 25% (n=2) mostré vacuolas, el 50% (n=4) desechos
celulares, el 12.5% (n=1) células no adheridas y el 12.5% (n=1) morfologia anormal.
En los 6 cultivos de LMA — EMR, el 50.0% (n=3) presento caracteristicas de estrés,
el 33.3% (n=2) mostrd vacuolas, el 33.3% (n=2) desechos celularesy el 16.7% (n=1)

células no adheridas.

De los 17 cultivos de No LA, el 52.9% (n=9) mostrd caracteristicas de estrés, el
29.4.0% (n=5) presentd vacuolas, el 41.17% (n=7) desechos celulares, el 47.1%

(n=8) células no adheridas y el 29.4% (n=5) morfologia anormal.
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Figura 13. Caracteristicas observadas en cultivos de CEM en P0O. A) Presencia de al menos una
caracteristica de estrés celular. B) Presencia de vacuolas C) Presencia de desechos celulares. D)
Presencia de células no adheridas. E) Presencia de morfologia anormal. F) Ejemplo de morfologia
normal de CEM normal presentada en cultivo de CEM, imagen tomada a 10X. G) Ejemplo de
morfologia anormal, alargada y ensanchada presentada en cultivo de CEM, imagen tomada a 10X y
ampliada. * NUmero de cultivos que presentaron estrés celular, clasificados de acuerdo con su tipo
de leucemiay estadio de la enfermedad (n=117). LLA — Debut: Debut de leucemia linfoblastica aguda
(n=42) (azul marino), LLA — EMR: Enfermedad medible residual de leucemia linfoblastica aguda
(n=44) (rojo), LMA — Debut: Debut de leucemia mieloide aguda (n=8) (amarillo), LMA — EMR:
Enfermedad medible residual de leucemia mieloide aguda (n=6) (verde), No LA: Especimenes con

diagndstico negativo a leucemia (naranja) (n=17).

9.3 Validaciéon de las muestras del acervo celular

Objetivo especifico 3, Verificar la calidad de las muestras almacenadas por

medio de pruebas de viabilidad celular.
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Gracias a las pruebas de viabilidad en CEM, CMN, Leucocitos y MOT almacenadas
por 53 a 583 dias (Figura 14A), se logré validar la calidad de las muestras
almacenadas en el acervo, obteniendo un promedio de porcentaje de células viables
de un 71.2% para las CEM, que no demostraron una diferencia de la viabilidad entre
las muestras almacenadas por menos de 9 meses (67.7%) y por mas de 9 meses
(74.7%) (Figura 14B). También se obtuvo un 70.88% para las CMN, seguidas de
un 70% para las muestras de MOT, las cuales demostraron ser viables para el
aislamiento de CMN obteniendo un promedio de 90% de viabilidad, y para
aislamiento de Leucocitos, con un promedio de 47.5% de viabilidad (Figura 14C).
En cuanto al resto de muestras descongeladas, se obtuvo un 28% de viabilidad para

Leucocitos, siendo este el tipo de muestra que presento la menor viabilidad durante

las pruebas.
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Figura 14. Pruebas de viabilidad de las muestras. A) Porcentaje de viabilidad de las células
almacenadas. Se realizan pruebas de viabilidad a las muestras a las cuales son aplicables,
mostrando un promedio del porcentaje de viabilidad de 71.2% para las CEM (n=14), 70.88% para
las CMN (n=8), seguidas de un 70% para las muestras de MOT (n=4) y un 28% para L-SFB (n=8).
B) Diferencia del porcentaje de viabilidad de CEM almacenadas durante un tiempo menor a 9 meses,
con 67.7% de viabilidad (n=7) y mayor a 9 meses, con 74.7% de viabilidad (n=7). C) Promedio de
viabilidad de las CMN, con 90% (n=2) y Leucocitos, con 47.5% (n=2) obtenidos a partir del
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procesamiento de muestras de MOT descongeladas. Las figuras de color azul y amarillo representan
que la muestra fue obtenida a partir de la muestra de MOT descongelada coloreada con su color
correspondiente.

9.4 Costos de procesamiento del acervo celular

Objetivo especifico 4, Elaborar un informe detallado sobre los costos de los

insumos utilizados para el acervo celular.

Gracias a la elaboracion del informe de costos de los insumos utilizados para el
acervo, fue posible conocer el recurso monetario que es necesario invertir
Gnicamente para los insumos utilizados en cada proceso de procesamiento de
especimenes y almacenamiento de muestras, asi como una relacién del total de
recurso econémico utilizado en los insumos para el procesamiento y

almacenamiento de todas las muestras del acervo.

Los costos de insumos utilizados para los diferentes protocolos de procesamiento y
almacenamiento fueron calculados y representados en forma gréfica en la Figura
15A. De los procedimientos de procesamiento (azul marino), el cultivo y recoleccién
de CEM fue el de mayor costo, requiriendo una inversiéon de $345.8 MXN en
insumos para llevarse a cabo, después estuvo el aislamiento de CMN con $70.0
MXN y el aislamiento de leucocitos totales con $28.3. En cuanto a los costos de
almacenamiento (rojo), de mayor a menor, se encontrd el almacenamiento con SFB,
costando $28.3 MXN por cada vez que se realiz0 para crioconservar una muestra,
después el almacenamiento con RLT con $13.7 MXN vy, por ultimo, el

almacenamiento sin buffer, con $5.3 MXN.

Teniendo esta informacion, fue posible calcular que el acervo celular del PRONAII
de Leucemia Infantil ha requerido una inversion total de $198,593.6 MXN en
insumos (Figura 15B). El 53.25% ($105,746.34 MXN) del recurso utilizado
correspondio al costo de los procedimientos de procesamiento y almacenamiento
de muestras de CEM en SFB, el 20.43% ($40,581.08 MXN) correspondié a CMN
almacenadas en SFB, el 14.74% ($29,275.3 MXN) al de Leucocitos almacenados
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en SFB, un 5.46% ($10,835 MXN) en Leucocitos almacenados con buffer RLT, un
2.58% ($5,118.84 MXN) en el almacenamiento de plasma, un 1.90% ($3,765.13
MXN) en Leucocitos almacenados sin buffer, un 1.09% ($2,182.41 MXN) en

almacenamiento de suero, un 0.5% ($1,003.59) en el de
($85.96 MXN) en el almacenamiento de CMN sin buffer.

sangre total, y un 0.05%
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Objetivo especifico 5, Identificar los procedimientos de funcionamiento del

acervo celular con el fin de apoyar la investigacion biomédica.

Se logro identificar los procedimientos del funcionamiento del acervo y organizarlos
bajo la estructura de la norma ISO 9001 en un mapa general del funcionamiento,
localizando hasta 11 procedimientos que juegan un papel clave en el ciclo de vida
del acervo. Este plan de trabajo estructurado fue esquematizado, como se muestra
en la Figura 16, comenzando por el plan de organizacion, que establece la
responsabilidad de la direccion, donde se encuentra el responsable técnico, la Dra.
Rosana Pelayo Camacho, y la responsable de los procesos, la Dra. Diana Casique
Aguirre, es en este punto donde se realizan las actividades de la direccion del
acervo, en segundo lugar se identifica el plan de formacién que debe de tener el
personal para ser capacitados para realizar las actividades del acervo, como el
reclutamiento de las muestras provenientes de los protocolos del PRONAII, después
se procede a la identificacion del espécimen, que incluye la toma de decisiones para
Su posterior procesamiento, etiquetado, almacenamiento y registro. Ademas, es
importante incluir el procedimiento de cultivo celular y seguimiento de CEM.

El reclutamiento es catalogado como entrada de informacién al proceso, igual que
las solicitudes de muestras, que posteriormente permite la salida de productos de
este proceso, que, en este caso, son las muestras, la hoja de datos, la hoja técnica
y la copia del reporte de entrega. Después de realizar el punto de control con el
transportista, y llevada a cabo la entrega al investigador solicitante, su

retroalimentacion es afiadida a los registros.
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Figura 16. Mapa general de trabajo para el funcionamiento del acervo celular del PRONAII de
Leucemia Infantil. Se encuentran dentro del proceso 11 procedimientos principales: Plan de
organizacion, plan de formacion, reclutamiento de especimenes, identificacion del espécimen,
procedimientos de procesamiento de muestras de médula ésea, sangre periférica y orina, etiquetad,
almacenamiento, registro y actualizacion de almacenamiento; seguimiento de CEM, solicitud de las

muestras de interés y la salida de muestras.

La estructuracion del funcionamiento del acervo permitié cumplir con el propdsito de
este, al proveer de 590 muestras a investigadores para su utilizaciéon en al menos 1

de los 5 proyectos descritos a continuacion (Figura 17):

e Epidemiologia y supervivencia de las leucemias agudas en nifios de
zonas marginales de México. En este proyecto entraron muestras de 164
pacientes y representa el 49.5% (n=287) del total de muestras cedidas del
acervo. El 57.1% (n=164) de estas muestras cedidos son de orina, de las
cuales el 56.7% (n=93) corresponde a casos de leucemia, mientras que el
43.3% (n=71) restante corresponde a controles poblacionales. También se
proveyé de muestras de suero, que corresponde al 42.9% (n=123) de las

muestras cedidas para este proyecto de investigacion, de las cuales el 65%
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(n=80) corresponde a casos de leucemia, mientras que el 35% (n=43)
restante corresponde a controles poblacionales.

Perfil de expresion de snoRNAS (small nucleolar RNAS) en leucemia
linfoblastica aguday su papel en la enfermedad. Para este estudio se uso
muestras de 83 pacientes. Las muestras usadas para este proyecto
representan el 15% (n=87) del total de muestras usadas para investigacion.
Para este proyecto se cedieron leucocitos provenientes de sangre periférica,
en buffer de RLT, de los cuales, el 90.8% (n=79) corresponde a casos de
leucemia, mientras que el 9.2% (n=8) es conformado por controles
poblacionales.

Abordaje genomico integral de la leucemia linfoblastica aguda (LLA) en
pacientes pediatricos. Las muestras de 72 pacientes cumplieron con los
requisitos de este proyecto. Las muestras provistas, abarcan el 24% (n=142)
del total cedido. El 51.7% (n=72) de las muestras de este proyecto esta
conformado por leucocitos aislados de remanentes de especimenes de
aspirado de MO, provenientes de casos de leucemia, almacenados sin buffer,
mientras que el 48.3% (n=67) esta conformado por leucocitos aislados de
remanentes de especimenes de aspirado de MO, provenientes de casos de
leucemia, almacenados con buffer RLT.

Laboratorio de Citdmica para el Cancer Infantil. En este proyecto entraron
muestras de 44 pacientes de los que se obtuvo CEM, las muestras usadas
para dicho proyecto abarcan el 7.8% (n=52) del total de muestras usadas
para un proyecto de investigacion, siendo estas en su totalidad casos de
leucemia.

La cortactina como un nuevo blanco terapéutico para prevenir la
infiltracion de organos, la colonizacion de la médula 0sea y la recaida
en la leucemia linfoblastica aguda. Para este proyecto de investigacion se
provey6 de muestras de 21 pacientes, abarcando el 3.8% (n=22) del total de
muestras usadas para investigacion. El 50% (n=11) de las muestras de este
proyecto corresponde a CEM provenientes de casos de leucemia. El 40.9%

(n=9) corresponde a CMN provenientes de casos de leucemia. También, el
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9.1% (n=2) restante es representado por MOT proveniente de casos de

leucemia.

La cortactina como un nuevo blanco terapéutico
para prevenir la infiltracion de odrganos, la
colonizacién de la médula 6sea y la recaida en la
leucemia linfoblastica aguda
590 muestras (22 muestras) (21 pacientes)
correspondintesa MOT (MO)
i CMN (MO
256 pacientes Control  93% (Mo) Laboratorio de Citémica del

(185 casos + 71 controles). 43% e Cancer Infantil
(52 muestras) (44 patients)

Epidemiologia y supervivencia de las
leucemias agudas en nifos de zonas
marginales de México

(287 muestras) (164 pacientes)

Abordaje gendmico integral de la
leucemia linfoblastica aguda
(LLA) en pacientes pediatricos
(142 muestras)(72 pacientes)

Control
34%

Perfil de expresion de snoRNAS (small nucleolar
RNAs) en leucemia linfoblastica aguda y su
papel en la enfermedad

(87 muestras) (83 pacientes)

Figura 17. Contribucion de muestras del acervo utilizados en el PRONAIIlI de Leucemia Infantil.
Envios y cesiones de muestras del acervo celular del PRONAII de Leucemias Agudas, ordenados
por tipos de muestra. Se muestra el nombre del proyecto apoyado, su nimero de proyecto, asi como
el nimero de muestras y pacientes que entraron en el proyecto. *MOT (MO): Médula Osea Total
(Azul eléctrico), MO-MN: Células Mononucleares provenientes de Médula Osea (Azul rey), MO -
CEM: Células estromales mesenquimales provenientes de Médula Osea (azul), MO-L-RLT:
Leucocitos en buffer RLT, provenientes de Médula Osea (azul marino), MO-L-SB: Leucocitos sin
buffer, provenientes de Médula Osea (azul cielo), SP-L-RLT: Leucocitos en buffer RLT, provenientes
de Sangre Periférica (rosa), SP-S: Suero (café), O: Orina (amarillo), Caso: Muestra de paciente

leucémico (verde oscuro), Control: Muestra de control poblacional o paciente negativo a leucemia
(gris).

Del total de las 4920 muestras almacenadas en el acervo, se ha apoyado en la
investigacion con un 12% (n=590) (Figura 18A) provenientes de 256 pacientes. De
las muestras provistas, un 79% (n=469) corresponde a casos de leucemia, mientras

gue el 21% (n=121) corresponden a muestras de control poblacional. EI 88%
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(n=4330) restante corresponde a muestras que aun se encuentran almacenadas,
de los cuales un 97% (n=4213) corresponde a casos y un 3% (n=117) a controles.
De los 402 pacientes de los que se tienen muestras almacenadas, el 63.7% (n=256)
cuenta con muestras que han sido integradas en al menos uno de los proyectos de
investigacion del PRONAII de Leucemia Infantil, de los cuales, el 72% (n=185) son
pacientes de leucemia, mientras que el 28% (n=71) son pacientes de control
poblacional. Los pacientes restantes, el 36.3% (n=146), cuentan con todas sus
muestras almacenadas y disponibles actualmente para investigacion, de las cuales,
un 79% (n=115) corresponde a casos y un 21% (n=31) a controles (Figura 18B).
Segun la retroalimentacion obtenida de los investigadores (Figura 18C), de las 590
muestras cedidas para investigacion, el 99.3% (n=586) fueron utilizadas
satisfactoriamente en el proyecto de investigacién para el cual fueron cedidas,
mientras que un 0.7% (n=4) no logro ser utilizado en su proyecto de investigacion

designado debido a cantidad de muestras insuficiente.
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Figura 18. Aporte de muestras bioldgicas de pacientes para su andlisis en proyectos de investigacion
del PRONAIIL. A) Numero de muestras almacenadas que han sido analizadas en proyectos de
investigacién del PRONAIL. B) Numero de pacientes de los que se tiene muestras almacenadas que
han sido analizadas en proyectos del PRONAII. C) Retroalimentacion de la satisfaccion del
investigador con las muestras cedidos. Niumero de muestras satisfactoriamente utilizadas en
proyectos de investigacién (azul) y numero de muestras cedidas que no lograron ser utilizadas para

investigacion por insuficiente cantidad de muestra (rojo).

10 Discusion
Para hacer una comparacion del acervo con los demas repositorios de muestras de
leucemia de pacientes pediatricos, es importante volver a mencionar los 2 acervos

enfocados en el estudio de la leucemia en México y los tipos de muestras que
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almacena (33,50,86), mencionados anteriormente en el apartado 3.1.7 Biobancos

en México:

1. Biobanco de la UAGro: suero de pacientes pediatricos con leucemia (33).

2. Biobanco de Investigacion en Células Leucémicas, del HIMFG: suero y
leucocitos provenientes especimenes de MO y SP de pacientes pediatricos
con LLA al Debut (50,86).

Teniendo esta informacion, es posible poder comparar la cantidad de muestras
diferentes obtenibles de un paciente, mientras que en el Biobanco de la UAGro se
almacenan 1 tipo de muestra, siendo esta el suero, y en el Biobanco de
Investigacion en Células Leucémicas, del HIMFG, se almacenan 3 tipos de
muestras (suero y leucocitos que provienen de MO y SP), en el Acervo Celular del
PRONAII de Leucemia Infantii se almacendé hasta 16 muestras diferentes,
provenientes de 3 tipos de especimenes (MO, SP y O), ademas de no limitarse
Gnicamente al almacenamiento de muestras provenientes de especimenes de
Debut, sino que también se cont6 con el almacenamiento de muestras provenientes
de especimenes de EMR, teniendo esto presente, es posible afirmar que el Acervo
Celular del PRONAII de Leucemia Infantil se posiciona como un repositorio Unico
en el pais, debido a su gran variedad de tipos de muestras almacenadas de un
mismo paciente y su utilizacion satisfactoria en diversos proyectos de investigacion
(33,50,86).

Actualmente en México no se cuentan con informacion disponible de otros acervos
de muestras de pacientes pediatricos de leucemia que cuenten con CEM derivadas
de especimenes de MO, sin embargo, existen laboratorios que cuentan con lineas
de trabajo en donde son utilizadas este tipo de células, estos son el Laboratorio de
Células Troncales Mesenquimales, del Hospital de Oncologia, Centro Médico
Nacional, Siglo XXI del Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS), a cargo del Dr.
Juan José Montesinos, este laboratorio cuenta con un sistema de expansion en un
contexto clinico, las CEM son derivadas de MO de sujetos sanos, ademas de
contribuir a trabajos de caracterizacion de estas células provenientes de

especimenes diferente a la MO, como placenta, sangre de cordon umbilical, y piel.
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También existe el Laboratorio de Nicho y Microambiente, a cargo de la Dra. Eugenia
Flores, cuyo grupo de trabajo se enfoca en el estudio de CEM provenientes de
pacientes con sindrome mielodisplasico. Por lo que, es posible mencionar al
almacenamiento de CEM derivadas de MO de pacientes pediatricos como otra
caracteristica Unica del Acervo Celular del PRONAII de Leucemia Infantil (95).

En el resto de América Latina también existen biobancos dedicados a la
investigacion sobre la leucemia, un proyecto reciente que incluye una colaboracion
de estos biobancos es el Programa Multinacional de Biobancos Nutricionales en
Oncologia Pediatrica Cohorte de Microbioma/Metaboloma de Leucemia Infantil
Internacional. Este estudio se centra en un esfuerzo conjunto de instituciones de
diversos paises, con un enfoque en la investigacion del cancer infantil, su objetivo
principal es la creacion de un biorepositorio multinacional que almacene muestras
de heces y sangre de pacientes pediatricos, tanto en el momento del diagndstico
como durante y después del tratamiento. Entre los paises latinoamericanos
involucrados en este proyecto se encuentran Brasil, que cuenta con biobancos en
el Hospital de Amor Infantojuvenil de Barretos y el Instituto de Tratamiento del
Cancer Infantil (ITAC, del portugués “Instituto de Tratamento do Céncer Infantil’) de
Sdo Paulo. Guatemala participa a través de la Unidad Nacional de Oncologia
Pediétrica en la Ciudad de Guatemala, y Honduras se suma a través del Hospital
Escuela en Tegucigalpa. Ademas, este estudio colaborativo incluye biobancos
ubicados en el Centro Médico Irving de la Universidad de Columbia en Nueva York,
Estados Unidos; el Instituto de Educacion Médica e Investigacion Postgraduada
(PGIMER, del inglés “Postgraduate Institute of Medical Education and Research”)
en Chandigarh, India; y el Hospital Muhimbili en Dar es Salaam, Tanzania. Este
proyecto se inicié6 en octubre de 2022, actualmente se encuentra en etapa de
reclutamiento de especimenes y se espera que el proyecto concluya en octubre de
2029 (96).

En América Latina existen biobancos privados de células troncales que son
derivadas de sangre, tejido de corddén umbilical y pulpa dental para utilizacion clinica

establecidos en paises como Meéxico, Colombia, Perd, Argentina, Venezuela,
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Ecuador, Chile, Argentina, Paraguay y Uruguay (97,98). También existen equipos
de trabajo cuyas lineas de investigacion estan centradas en el estudio de CEM
provenientes de distintos tejidos de humanos sanos, como MO, cordon umbilical,
tejidos dentales, asi como lineas celulares de CEM humanas. Sin embargo, no
existen publicaciones acerca de la existencia de un biorepositorio de CEM derivadas
de especimenes de MO de pacientes pediatricos leucémicos en Latinoamérica, lo
que podria convertir al Acervo Celular del PRONAII de Leucemia Infantil en un

biorepositorio Unico en su tipo en América Latina (99-101).

Es debido a esta importancia de la obtencion y almacenamiento de CEM, que se
utiliza la plataforma de seguimiento de CEM, que permitié observar diferencias entre
los crecimientos de las células provenientes de diversos tipos de leucemia (LLA 'y
LMA) en diferentes estados de la enfermedad (Debut y EMR), asi como una
comparacion con CEM de pacientes sin leucemia aguda (No LA), siendo las células
provenientes de especimenes de EMR las que presentaban un mayor radio de
crecimiento, esto pudo deberse a que las CEM trataron de reestablecer las
condiciones de una MO normal después de haber recibido el tratamiento y presentar
una cantidad no detectable de blastos, adquiriendo un crecimiento mas parecido a
una MO normal, esto concuerda con lo descrito previamente por otros autores, pues
la presencia de blastos leucémicos en LLA son capaces de alterar la proliferacion
de las CEM, ademas de su diferenciacion, expresién de proteinas, activacion de
vias de sefializacion y capacidades de apoyo a la hematopoyesis normal (102). El
motivo de la importancia de este estudio al clasificar las CEM de acuerdo con su
radio de crecimiento es establecer por primera vez un comportamiento esperado en
estas células provenientes de los pacientes pediatricos mexicanos, de tipos de LA
diferentes, al diagndstico y durante sus seguimientos de EMR. Es importante contar
con esos estandares de crecimiento para el funcionamiento del acervo, pues
permite la rastreabilidad de las caracteristicas biologicas de los especimenes, o la
identificacion de patrones para encontrar posibles muestras de interés para futuros

proyectos de investigacion (103).
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Siguiendo con los demas datos obtenidos del monitoreo de CEM, fue posible
observar al menos una caracteristica de estrés celular en un 48.7% de los cultivos
de CEM, de las cuales, las mas comunes fueron la presencia de vacuolas dentro de
las células y vesiculas celulares en el medio extracelular, apareciendo en el 29.1%
de los cultivos. La presencia de vacuolas puede estar relacionada con el proceso
de autofagia, presente en diferentes tipos de reacciones lisosomales que se dan en
respuesta a una variedad de perturbaciones en el medio extracelular, por lo cual,
las células ajustan el flujo autofagico para disminuir la carga metabdlica y toxicidad,
removiendo componentes celulares dafiados, particulas y metales toxicos, sin
infligir dafio a componentes citosoélicos. Se ha demostrado que este proceso puede
verse afectado por estresores ambientales, como falta de nutrientes, hipertermia,
hipoxia, o contaminacion del cultivo por bacterias, levaduras o metales toxicos, esto
puede convertir la funcién protectora de la autofagia en un mecanismo de muerte
celular. Hay estudios que asocian la aparicion de la autofagia y estrés, con una
desregulacion en las vias donde participa la proteina ligera 3 asociada a
microtUbulos 1A/1B (LC3), una proteina que se encuentra de forma ubicua en tejidos
de mamiferos y células en cultivo, que regula la formacion del autofagosoma, si se
deseara realizar un andlisis a profundidad acerca de la aparicion de estrés en las
CEM, la deteccion de LC3 mediante inmunotransferencia o inmunofluorescencia es
un método para monitorear la autofagia y los procesos relacionados con la

autofagia, incluida la muerte celular autofagica (104).

En cuanto a la apariciéon de vesiculas extracelulares con desechos, esta descrito
que, en condiciones normales, las células pueden liberar vesiculas con desechos
celulares, como exosomas, al medio extracelular, sin embargo, se ha descrito en
células de melanoma que este mecanismo puede ser utilizado como un sistema de
comunicacién entre células para mediar la adaptacion al estrés oxidativo, térmico y
citostatico (105). En contraste, otros autores describen la capacidad de las CEM
para sintetizar masivamente exosomas con moléculas de microRNA, y secretarlos
al medio extracelular, teniendo la capacidad de mediar y amplificar las funciones
restaurativas y protectoras de las CEM, al poder inducir la traduccién a nuevas

proteinas después de ser endocitadas por otras células, que demuestran adquirir
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proteccidn contra el estrés oxidativo gracias a este mecanismo, ademas de mostrar
efectos inmunomoduladores en modelos animales de enfermedades autoinmunes,
como esclerosis multiple, artritis reumatoide y diabetes tipo 1. Tomando esto en
cuenta, la presencia de vesiculas extracelulares no es necesariamente una sefal
de respuesta al estrés, sino que también puede tomarse como una caracteristica
propia de las CEM (106).

La morfologia normal observada en el 85.5% de los cultivos de CEM corresponde
al tipo de morfologia fibroblastoide, largas y en forma de huso que presentan
normalmente, diversos equipos de trabajo describen a la morfologia anormal de las
CEM de manera ensanchada y aplanada, la cual se pudo observar en el 14.5%
restante de los cultivos observados, este tipo de morfologia alterada esta asociada
con senescencia prematura asociada a estrés. Kundrotas y colaboradores
describen la presencia de desregulacion de los genes ACTA2, POU5SF1, PTPRC,
E2F3, CCNB1, CHEK1, PLAU, TBX2, TBX3, CDC25C, E2F1 y PCNA en CEM con
este tipo de morfologia anormal, estos genes participan en procesos biolégicos
como el ciclo celular, metabolismo, envejecimiento celular y respuesta al estrés
(107). Estd descrito que las CEM provenientes de donadores jovenes pueden
presentar esta senescencia inducida por estrés, afectando diversas funciones,
como la capacidad de resistir el estrés oxidativo, funciones paracrinas, causar
hipoxia y apoptosis inducida, es debido a esto que se reafirma la necesidad de
realizar un monitoreo detallado de estas células, provenientes de pacientes
pediatricos de leucemia, para identificar posibles indicios de estrés, asi como
permitir rastrear las caracteristicas que presentaron estas células durante su
crecimiento (107,108).

Ademas del seguimiento de CEM, otro método para fortalecer al acervo y garantizar
el buen estado de las muestras cedidas son las pruebas de calidad por medio de
las mediciones de porcentaje de viabilidad de las muestras descongeladas. A traves
de estas pruebas, se obtuvo un indicador cuantificable y comparable de la calidad

de las muestras almacenadas en el acervo (8).
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Es posible comparar la viabilidad obtenida de las CEM, de 71.2%, con los resultados
obtenidos por otros estudios de viabilidad, existe un estudio de revision de pruebas
de viabilidad de CEM provenientes de especimenes de MO, publicado en 2019, en
el cual se englobd hasta 37 estudios con resultados variados, que reporté como un
resultado esperable una viabilidad desde 50% hasta 100% después del
descongelamiento, con base en esto, es posible afirmar que la viabilidad de CEM
del acervo esta dentro de los rangos que podrian esperarse para este tipo de
muestra (109). Ademads, existe una publicacion de resultados de pruebas de
viabilidad de CEM provenientes de tejido lipidico que demostré que durante un
periodo de criopreservacion de 9 meses, a temperaturas de -80°C, la viabilidad
obtenida es de un promedio de 90%, sin embargo, al aumentar al tiempo a 18
meses, la viabilidad de las CEM almacenadas a -80°C cae a un promedio de 60%,
este comportamiento difiere a lo observado en este proyecto de tesis, pues el
promedio de la viabilidad de las CEM almacenadas a -80°C por <9 meses (67.7%)
fue comparable con el de las almacenadas por >9 meses (74.7%), obteniendo que
la viabilidad permanece cercana, en lugar de presentar un abrupto decremento.
Estas diferencias pueden deberse a que el tipo de especimenes de origen de las
CEM es diferente, siendo las de este proyecto provenientes de remanentes de
aspirado de MO, ademas de que la manipulacién de las muestras durante el

descongelamiento también puede influir en estas variaciones de viabilidad (110).

Es posible comparar la viabilidad del 70.88% obtenida por las CMN provenientes de
MO del acervo, con la viabilidad presentada por el Biobanco VIH, de Espafia, en
2013, en CMN obtenidas de SP, con un promedio de viabilidad del 62.89%, con la
misma densidad celular (111). También, otro estudio de viabilidad publicado en
2020 mostré un promedio del 71.9% con el mismo tipo de muestra, con base en
esto, es posible afirmar que la viabilidad obtenida en este tipo de muestra es

comparable a lo esperado (112).

Los leucocitos mostraron un 28% de viabilidad, no es posible compararla con otros
estudios de descongelamiento por la falta de disponibilidad de estos, sin embargo,

esta publicado que esta viabilidad llega a ser desde un 86% hasta un 95% después
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del procesamiento con especimenes de sangre, siendo esta una viabilidad mayor a
la obtenida en las pruebas de descongelamiento realizadas (113). Este es un
resultado esperable, debido a que, a diferencia del método de aislamiento por
gradiente de densidad, el método de lisis de eritrocitos no es selectivo con las
células viables, esto sumado a que el espécimen puede verse afectado al momento
del transporte y tiempos de espera para la liberacion de los especimenes después
de su diagnostico, sumado a los procesos de procesamiento, por lo que es
esperable encontrar esta viabilidad de 28% después de descongelar, sin embargo,
el tipo de método realizado para la obtencién de leucocitos es un método éptimo
para ensayos de aislamiento de ADN en leucocitos, al lisar por completo los
eritrocitos y permitir obtener el pellet de glébulos blancos, por lo que, es posible
tomar como perspectiva incluir pruebas de cuantificacion de DNA como otro método
para medir la calidad para este tipo de muestra (8,114,115).

En cuanto a los resultados de la MOT, es posible comparar la viabilidad obtenida
del 70% con lo publicado en un estudio de 2020 que mostré un promedio de 77%.
Las muestras obtenidas a partir del procesamiento de MOT descongelada
demostraron tener una viabilidad superior a los mismos tipos de muestras que
fueron procesadas, almacenadas y después descongeladas, especialmente de los
leucocitos, esto podria sugerir que es mas eficaz procesar las muestras requeridas
a partir de MOT descongelada si lo que se busca es tener la mayor viabilidad posible

en las muestras a utilizar (116).

Con los resultados obtenidos de las pruebas de viabilidad, es posible tomar en
consideracion el uso de contenedores de almacenamiento en nitrégeno liquido para
mejorar la calidad de las muestras almacenadas a largo plazo, ya que permite
alcanzar temperaturas inferiores a la temperatura de vitrificacion (-132°C), sin
embargo, la ISBER no establece como obligatorio el uso de estos contenedores,
debido a que cada acervo esta sujeto a sus propias condiciones, recursos y equipos
gue les sean mas accesibles para cumplir con su objetivo (8). El tipo de
almacenamiento que se utiliza en el Acervo Celular del PRONAII de Leucemia

Infantil es el almacenamiento con ultracongelacion (-80°C), siendo este un tipo de
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almacenamiento mas accesible. Existen guias que permiten la crioconservacion a -
80°C de sangre, componentes celulares, muestras de ADN y células, como
leucocitos, preparados para técnicas de investigacion en genética, también existen
reportes de que muestras provenientes de sangre periférica pueden ser
almacenadas a esta temperatura hasta por 180 dias sin verse afectada su viabilidad,
esto lo convierte en un tipo de almacenamiento viable para los tipos de muestras
gue se almacenan en el acervo. Un ejemplo de un biorepositorio en México que
utilice este tipo de almacenamiento es el biobanco del INCMNSZ, que ha reportado
utilizar almacenamiento a -80°C para almacenar muestras de sangre, plasmay orina
(23,117,118).

Otro punto importante que abarcé la gestion del acervo fue la realizacion del informe
de costos generados por el uso de insumos para el funcionamiento de las
actividades del acervo, con el objetivo de que pueda continuar en operacion y
asegurar la cesion gratuita de muestras. Es importante tomar en cuenta, asi como
el aproximado total del recurso monetario (MXN) invertido en estos, no se abarcan
todos los factores que se recomiendan tomar en cuenta para une de gastos de un
biorepositorio, como costos de infraestructura, personal y el uso de energia eléctrica
de los equipos, agua, limpieza y mantenimiento de los equipos e instalaciones, por
lo que la cifra obtenida de $198,593.63 MXN no refleja el total real del recurso
monetario necesario para mantener el acervo, pero sirve como una aproximacion
para el costo de insumos utilizados para mantenerlo en funcionamiento (8,119). Si
bien, hay autores que guian a que cada acervo haga uso de sus propios algoritmos
para el calculo de los costos, existen asociaciones, como la CTRNet, que
promueven el uso de programas de pago para facilitar la realizacion de estos

calculos de manera automatizada (120,121).

Existen biobancos publicos y privados en México que aplican politicas de
recuperacion de costos, un ejemplo de esto son las instituciones miembros de la
REMBIOBAN, que en 2018 realizaron una reunién para establecer una
armonizacion en estimacion de costos y modelos de estrategias para recuperacion

de costos, que incluyen, ademas de los insumos, servicios, equipo, salario del
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personal e infraestructura, y proponen una cuota recomendada por muestra cedida
para asegurar la sustentabilidad econdmica, ademas, el personal directivo de su
sede reitera la importancia de la participacion en convocatorias publicas para contar

con recursos y asegurar el correcto funcionamiento de los biobancos (8,33,64).

En el caso del acervo, su correcto funcionamiento llevo a la realizacion satisfactoria
de las cesiones de muestras, la Base de Datos de Cesion de Muestras del Acervo
Celular del PRONAII de Leucemia Infantil, permitio tener un control en los registros
de los envios, la informacion de las muestras, asi como permitir la planificacion del
embalaje apropiado para cada tipo de muestras a ceder, estos registros
proporcionaron una vision general de la utilizaciéon de las muestras del acervo,
destacando la variedad de los diferentes tipos de muestras cedidas en los 5
proyectos de investigacién, permitiendo visualizar el impacto del acervo en la
investigacion de la leucemia. Con base en esto, es posible afirmar que el acervo en
su estado actual cumple con su funcion de proveer a los investigadores muestras
adecuadas para los diferentes trabajos de investigaciébn que se respalden, para
promover los estudios en la leucemia infantil, apoyar la investigacién biomédica en
el pais y para el fortalecimiento de la medicina de precisién basada en evidencia
(8,88).

En cuanto a las perspectivas a futuro de este proyecto, se puede comenzar a
plantear a largo plazo la obtencidbn de una certificaciébn. Recientemente, la
COFEPRIS emiti6 la nueva licencia sanitaria para un biobanco con fines de
investigacion (saliva, sangre total y orina), otorgada por primera vez en julio de 2023,
al INCMNSZ, en este mismo evento se dio a conocer la Plataforma Digital de
Investigacion y Ensayos Clinicos en seres humanos (DigiPRIS), mediante la cual es
posible implementar y ejecutar nuevos ensayos clinicos para adaptarse a la era de
la digitalizacion, o de adquirir nuevas licencias sanitarias a institutos ya certificados,
comenzando con un periodo de transicion hacia los tramites digitales (22,24,84). Es
debido a esto que, si se desea llevar a cabo esta certificacion, es importante hacer
uso de la nueva plataforma digital DIGIPRIS y llenar debidamente el formato de

Servicios de Salud, realizar un pago de derechos, registrar al establecimiento,
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registrar una persona fisica, entregar una copia del manual de operaciones del
acervo, y llevar a cabo una auditoria con el personal de la COFEPRIS para evaluar
el desemperio del acervo y posteriormente, dictaminar una conclusion (22,122,123).
Una forma de poder asegurar el cumplimiento de este objetivo seria realizando una
autoevaluacion del cumplimiento de las practicas recomendadas para biobancos,
publicadas en la 42 Edicion de la Guia para Biobancos de la ISBER, implementando
los puntos posibles en los que el acervo pueda mejorar, como la propuesta en el
Anexo 13.2 (8).

11 Conclusiones
La correcta gestion del Acervo Celular del PRONAII de Leucemia Infantil permitio

proveer de muestras a investigadores, impulsando a la investigacion de Leucemias

&
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Figura 19. Esquema concluyente. Es posible ilustrar el esfuerzo conjunto de los laboratorios que,
gracias al PRONAII de Leucemia Infantil, mantienen al Acervo Celular del PRONAII de Leucemia
Infantil, que cumple con el objetivo de apoyar la investigacién en medicina de precision para el

estudio de Leucemias Agudas en el pais.
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13 Anexos

13.1 Definiciones operacionales

El almacenamiento de muestras del Acervo Celular de Leucemia Infantil, asi como

los datos asociados a los especimenes, es registrado en la nube a través de

Formularios de Google. La viabilidad de las células almacenadas en el acervo es

medida por exclusién de azul de tripano, mientras que el recuento celular se lleva a

cabo mediante tincion por liquido de Turk. El radio de crecimiento observado en las

CEM derivadas de los especimenes fue calculado a través de la division del

porcentaje de confluencia observado en la placa, sobre el nUmero de dias en que

ésta demora en llegar a dicho crecimiento.
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13.2 Definiciones conceptuales

Acervo Celular: Entidad que recibe, procesa, almacena y/o distribuye
muestras bioldgicas tomadas de un sujeto de estudio o donante y sus datos
asociados para apoyo de estudios de investigacion (124).

Espécimen: Tejido especifico, sangre, orina u otro material recogido para su
analisis o un pequefio fragmento de tejido para estudio microscépico, tomado
de un solo sujeto o donante en un momento especifico (8).

Muestra: Una Unica unidad que contiene material derivado de un espécimen
(8).

Viabilidad: Porcentaje de células vivas en una muestra biol6gica, puede
verse afectada por los procedimientos de transporte del espécimen,
purificacion y almacenamiento, es necesario contar con una alta viabilidad en
las muestras almacenadas en un acervo o biobanco (8).

Crioconservacion: Enfriamiento de células a bajas temperaturas (-80°C o
136°C) con el objetivo de retrasar o detener de forma efectiva la actividad
bioldgica y reacciones bioquimicas que llevarian a la muerte celular (8).
Radio de Crecimiento: Es una variable que indica qué tan rapido la poblacién
de un cultivo celular cambia a lo largo del tiempo, puede correlacionarse con
factores como la presencia de farmacos, toxinas, temperatura o cambios

genéticos en las células (103).

13.3 Descripcién de las técnicas de medicion de las variables relevantes
Exclusion de azul de tripan: El fundamento de esta técnica de tincion consiste
en que el colorante penetra en las células cuya membrana celular se
encuentra comprometida, lo que hace que se tifian de color azul, en cambio,
las células con la membrana celular intacta, es decir, las células viables, no
se tefiiran (8).

Radio de crecimiento: Generalmente es calculado por medio de la estimacion
del incremento del nimero de células a lo largo del tiempo (125). Los
protocolos propuestos por diversos autores involucran el conteo celular por
medio de la tincion de las células con marcadores fluorescentes o

anticuerpos (126), lo que conllevaria imposibilitar que estas valiosas células
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se puedan almacenar posteriormente para futuras investigaciones después
de haber sido evaluado el crecimiento, impidiendo el cumplimiento del
propésito del acervo, otros autores proponen que es posible tomar en
consideracion nuevas propuestas de formulas que tomen en cuenta otros
factores, de manera que no sea necesaria la manipulacion de las células,

como la utilizada en este trabajo de tesis (103).

13.4 Formatos de captura de datos
Para la captura de datos del registro de almacenamiento de las muestras (Figura
7) se utilizé un formulario de Google vinculado a una hoja de calculo al cual se le
envia la informacion registrada en tiempo real. Los datos relevantes de los
especimenes son registrados mediante preguntas de opcion mdltiple o
complementacion. Los datos registrados son el folio PRONACE, la Institucion de
donde se registra el almacenamiento de la muestra (de las instituciones sede del
acervo), el tipo de leucemia (LLA, LMA, o No LA), iniciales del paciente, el Estado
de procedencia (Puebla, Oaxaca o Tlaxcala), tipo de espécimen, tipo de muestra
almacenada, seguimiento del paciente, fecha de procesamiento, cddigo de la
muestra (escrito con base en el protocolo de etiquetado de las muestras), nombre
de la caja de almacenamiento, coordenada de almacenamiento, porcentaje de

viabilidad y comentarios referentes a la muestra.

Se utilizé un formulario de Google vinculado a una hoja de célculo para el registro

de Seguimiento de CEM (Figura 8). Es posible dividir este seguimiento en 3 partes:

1. Informacion del cultivo: Incluye el folio PRONACE, institucion de
procedencia, iniciales del paciente, fecha de siembra, seguimiento, nimero
de placa de cultivo, nimero de pase del cultivo.

2. Observaciones: Incluye el porcentaje de crecimiento, morfologia, presencia
de estrés, vacuolas, desechos, células no adheridas, fotografia del cultivo y
comentarios.

3. Toma de decisiones: Incluye la tripsinizacion al siguiente pase del cultivo

celular, crioconservacion o eliminacion del cultivo.

101



13.5 Formatos de consentimiento informado
Las muestras utilizadas son provenientes del PRONAII de Leucemia infantil cuentan
con el debido formato de consentimiento informado para el uso de la muestra. La
realizacion de este trabajo de tesis no requiri6 del sometimiento de un nuevo
consentimiento informado, pues los objetivos solo involucraron la parte operativa de

las muestras biolégicas mencionadas.

13.1 Productos
Como producto de este trabajo de tesis, es posible mencionar la participacion como
segundo autor en el articulo “Implementation of a roadmap for the comprehensive
diagnosis, follow-up, and research of childhood leukemias in vulnerable regions of
Mexico: results from the PRONAII Strategy” publicado el 2 de Abril del 2024 en la
editorial Frontiers in Oncology (https://doi.org/10.3389/fonc.2024.1304690). Dentro

del articulo aparecen resultados derivados de este trabajo de tesis.

13.2 Autoevaluacion de las Buenas Préacticas recomendadas por la ISBER
Con el objetivo de comparar las practicas de los biobancos con las
recomendaciones establecidas por la ISBER, la 42 Edicibn de la Guia para
Biobancos de esta organizacién proporciona apartados especificos en cada seccion

gue detallan las Buenas Practicas Recomendadas para cada tema abordado.

Es importante destacar que la ISBER reconoce que estas buenas practicas estan
conformadas por practicas que estan por encima del nivel basico recomendado, y
gue es posible que las limitaciones fisicas y financieras pueden dificultar o impedir
su implementacion, por lo tanto, cada biobanco debe evaluar cuidadosamente la
mejor manera de incorporar estas recomendaciones en funcion de sus propias
circunstancias. A partir de esto, en la Tabla 3 se presenta un ejemplo de una
propuesta de autoevaluacion del cumplimiento de las Buenas Précticas
Recomendadas por la ISBER, evaluando inicialmente 35 de las 199
recomendaciones, con la perspectiva de que permita identificar las practicas que el
acervo ya cumple y aquellas que requieren una mejora contemplando a una futura

certificacion, recalcando que el objetivo no es el cumplimiento en su totalidad de las
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199 recomendaciones mencionadas en la obra, sino identificar todas las posibles
oportunidades de mejoras puntuales que puedan realizarse para una mejora

continua en los procesos del acervo
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Tabla 3. Lista de recomendaciones de la IBSER en la 4° Edicion de Buenas Practicas: Recomendaciones para

biobancos
Seccion Buenas Practicas Recomendadas Autoevaluacion
) ) 1  Un biobanco debe contar con un 6rgano de gobierno y politicas escritas que cubran el ciclo de vida completo del biobanco. 1 Cumple
Consideraciones 2 Los planes de negocio del biobanco deben incluir los términos y condiciones del 6rgano de supervisién de gobernanza. 2 Cumple
sobre. y la 3 Lainformacion sobre las estructuras operativas y de gobernanza del biobanco debe estar disponible para las partes interesadas. 3 Cumple
organ.|zaC|on del 4 Se debe incorporar al plan de negocio del biobanco un plan de gobernanza escrito sobre los especimenes y datos, siendo 4 Cumple
Biobanco ampliamente distribuido y facilmente accesible.

5 Laplanificacion de un repositorio dentro de unas instalaciones debe tener en cuenta las condiciones ambientales que experimenta 5  Cumple
la region donde esta ubicado (por ejemplo, incendios, inundaciones, vientos fuertes, terremotos, tsunamis) y la disponibilidad de
recursos (por ejemplo, acceso a agua refrigerada, electricidad estable, nitrégeno liquido). Se debe establecer un plan de
recuperacion ante desastres para el repositorio de acuerdo con la Seccién B8. Preparacion ante emergencias.

6  Para una vida util 6ptima del equipo de refrigeracién mecénica, la temperatura ambiente del biobanco se debe supervisar y 6  Cumple
controlar siguiendo las instrucciones de temperatura y humedad de los fabricantes. Esto es especialmente importante en las

Instalaciones salas que contienen varias unidades mecanicas.

7  Se deben combinar dispositivos de supervisién adecuados (por ejemplo, monitores de oxigeno y/o CO2), preferiblemente con 7  Oportunidad
alarmas auditivas y visuales, con un sistema de escape exclusivo, e instalarlos dentro de areas en las que el nivel de oxigeno de mejora
pudiera descender o se puedan acumular gases dafiinos. Este sistema proporciona una cantidad suficiente de aire en
recirculacion para reemplazar el volumen de aire de una habitacion de acuerdo con las normativas locales. Los gases extraidos
se vierten al exterior del edificio, segin las normativas, y nunca a las zonas internas del edificio.

8 Los biobancos ubicados en areas en las que la humedad es elevada (por ejemplo, en la costa) deben emplear un sistema de 8  Oportunidad
deshumidificacién para asegurar un 6ptimo funcionamiento del equipo. de mejora

9 Los biobancos deben contar con energia o sistemas alternativos de refrigeracion, asi como con un plan de respuesta frente a 9  Cumple

Equipos de emergencias.
. 10 Los sistemas deben estar equipados con compresores redundantes que funcionen con un sistema de control eléctrico alternativo. 10 Cumple
almacenamfento 11 Se debe utilizar una sefializacién adecuada para el almacenamiento apropiado. 11 Cumple
y procesamiento

12 Con el fin de prever la posibilidad de contaminacién del congelador por sangre u otros fluidos, se debe disponer con antelacion 12 Oportunidad

de equipos y procedimientos de descontaminacion. de mejora
Gestién de la 13 Los procedimientos normalizados de trabajo (PNT) deben revisarse anualmente y/o cuando la politica o los métodos cambien. 13 Oportunidad
calidad de mejora
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14 Debe establecerse un sistema para documentar la revision por el personal de las versiones mas recientes de los PNT. 14 Oportunidad
de mejora
15 Debe existir un registro de la formacién recibida para la implementaciéon de un PNT. 15 Oportunidad
de mejora
16 Los biobancos deben desarrollar un sistema completo de gestién de registros para poder trazar todas sus operaciones. 16 Cumple
17 Un método documentado y previamente aprobado de validacion de procedimientos debe describir la metodologia utilizada en la 17 Oportunidad
verificacién/validacion, lo que esta dentro/fuera del alcance de la verificacién/validacion, y los criterios propuestos que se utilizaran de mejora
para determinar el resultado de la evaluacion. Debe crearse un documento resumen después de realizar la validacion para
informar con precision los resultados de la validacién del método.
. . 18 Los programas de Garantia de calidad externa deben llevarse a cabo, cuando estén disponibles, por lo menos una vez al afio. 18 Oportunidad
Consideraciones .
de métodos de de mejora
L 19 Considere la posibilidad de crear un documento de "certificado de andlisis" para biomateriales criticos (por ejemplo, células). Este 19 Oportunidad
Vj(l)l:i:o;ey documento contendria los detalles necesarios para asegurar la coherencia entre los lotes y los métodos de andlisis utilizados. de mejora
calidad
20 Para los excedentes de tejido recogido por el patélogo a partir de especimenes de reseccion quirdrgica diagnéstica, se debe 20 No aplica
realizar la verificacion del diagndstico y los porcentajes de tumor y necrosis para cada alicuota debido a la heterogeneidad del
tejido. Esto puede hacerse mediante un andlisis patolégico del corte superior para muestras incluidas en un medio soélido o
mediante un analisis del fragmento inmediatamente a continuacion para las muestras conservadas sin medio de inclusion.
21 Se debe llevar a cabo una evaluacion de riesgos para asegurar que se cumplan todas las normativas. 21 Cumple
22 El personal en riesgo de exposicion a enfermedades infecciosas prevenibles con vacunas debe recibir las vacunas apropiadas. 22  Cumple
Seguridad . ) . ) )
23 Cuando sea posible, reemplace los productos quimicos que son peligrosos para el personal o el medio ambiente con productos 23 Cumple
alternativos.
24 Se deben seguir todas las normativas referentes a la seguridad quimica. 24 Cumple
25 Para asegurar la calidad de las actividades del biobanco, el rendimiento de los empleados debe supervisarse de forma rutinaria, 25 Cumple
para identificar las necesidades de formacion adicional entre los intervalos de formacion habituales. Cuando se contrata por
» primera vez a un empleado, se le debe informar de que la supervisién rutinaria del rendimiento de los empleados es parte de las
Formacion practicas habituales, para asegurar la calidad, y que incluye a todo el personal del biobanco.
26 Unavez completada la formacion, el instructor debe estar disponible para responder preguntas las primeras veces que el alumno 26 Cumple

esté realizando la tarea.
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27 La formacion debe ser periédica y documentada, y estar de acuerdo con las necesidades de las tareas concretas que se van a 27 Oportunidad
realizar. de mejora

28 Los biobancos deben desarrollar un plan de negocio basado en los objetivos y la estrategia, asi como en los costes conocidos y 28 Cumple
estimados, asegurando al mismo tiempo que todos los costes estén documentados para apoyar las estrategias de sostenibilidad.

y 29 Los biobancos deben tener proyecciones de sostenibilidad a largo plazo, ademas de planes presupuestarios anuales. 29 Cumple
Gestion de 30 Antes de valorar los costes, evalle todos los flujos de trabajo, sistemas, equipos, suministros y servicios para permitir la 30 Oportunidad
costes recuperacion de costes y minimizar los gastos innecesarios. de mejora

31 Sedebe considerar la vida operativa del equipamiento para preparar las compras de sustitucion y expansion que sean necesarias. 31 Cumple
32 Alas muestras gue se reciben en el biobanco se les debe proporcionar una etiqueta impresa que incluya un cédigo de barras y 32 Oportunidad
un nimero de identificacion del espécimen, si no hay ninguno en el recipiente del espécimen. de mejora
33 Los sistemas de inventario deben poder brindar informacién referente a los datos necesarios para los requerimientos de la 33 Cumple
Sistemas de investigacion y la gestiéon de las muestras. Los sistemas deben tener la capacidad de vincular las muestras con los datos
gestion de la asociados (es decir, clinicos, demogréficos, preanaliticos).
informacién de 34 Las caracteristicas del congelador u otra unidad de almacenamiento deben mantenerse en el sistema (por ejemplo, tipo, situacién, 34 Oportunidad
biobancos temperatura). de mejora
35 Paraauditar (es decir, realizar el control de calidad) la ubicacién del espécimen, se debe verificar una lista de muestras generadas 35 Cumple

aleatoriamente en un subconjunto de los especimenes almacenados regularmente, para garantizar que los especimenes se

encuentren en la ubicacién especificada correcta segun el sistema de inventario.
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