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l. Panorama general

1. ESTADO DE LA CUESTION
SOBRE INVESTIGACION BIOMEDICA
CON MUESTRAS BIOLOGICAS

Cada vez mas, y en especial a partir de los enormes avances de la Gendmica, Pro-
tedmica y Transcriptomica, disponer de muestras humanas debidamente registradas y
almacenadas se ha convertido en una imperiosa necesidad para la investigacién bio-
médica.

¢ Cual es la situacién real con la que nos enfrentamos en Espafia actualmente con
respecto a la obtencion, el almacenamiento y la cesidon de muestras para estudios bio-
meédicos? El Instituto Roche realizé una encuesta como trabajo previo al desarrollo de
esta guia para detectar cual era la practica habitual en los diferentes centros espafo-
les. De esta encuesta, a pesar de lo reducido del muestreo, se pueden obtener algu-
nas conclusiones bastante fiables. Sobre esta base se repasaran las condiciones de
los biobancos en Espanfia.

A saber, mas del 80% de los biobancos de muestras humanas existentes se ubi-
can en hospitales y, dentro de ellos, un 40% aproximadamente corresponden a co-
lecciones de Anatomia Patoldgica, el otro 40% al almacenaje de muestras para es-
tudios genéticos, y el 20% restante son colecciones vinculadas a departamentos
de investigacién.

Naturalmente, las colecciones vinculadas a Anatomia Patolégica almacenan teji-
dos y, en menor medida, ADN/ARN, mientras que en los biobancos la proporcién se
invierte. Curiosamente, en pocos casos se almacenan células, incluidos los precur-
sores hematopoyéticos, algo que seguramente variara rapidamente en los préximos
afos gracias al interés creciente por la terapia celular y la Medicina Regenerativa.

Un punto relevante es que los biobancos almacenan muchas mas muestras de las
que sirven, lo que indica que en gran medida una de las principales tareas de un bio-
banco y que marca su nivel de excelencia, consistente en el intercambio de sus mues-
tras para la investigacion, no se esta cumpliendo.

Es importante detenerse en este aspecto porque lo que diferencia a un biobanco de
una coleccioén “inerte” es que el primero intercambia con otras instituciones cientificas
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el material que posee, que debe aumentar y mejorar constantemente, y el segundo se
limita a ser un reservorio de muestras.

Con referencia a la recepcion/cesion de muestras, se debe sefalar también que to-
davia un porcentaje importante de usuarios utiliza sus propios medios para el transpor-
te de las mismas, algo que demuestra la falta de controles y de rigor en el traslado. En
este mismo sentido, pero aun mas grave, se encuentra el hecho de que alrededor del
60% de las instituciones no requiere ningun certificado de transporte para mandar o
recibir muestras, aspecto clave para su correcta preservacion y que esta ampliamente
legislado en otros paises.

Cuatro elementos que “informan” sobre las condiciones de un biobanco son la estan-
darizacién de los protocolos que utiliza, la forma en la que codifica e identifica las mues-
tras, el rigor con el que utiliza los consentimientos informados y la cualificaciéon de su
personal. Se revisara a continuacion qué aporta la encuesta sobre estos aspectos.

En general, los distintos biobancos analizados poseen una variedad importante
tanto de métodos de congelacién como de recipientes para su realizacion, incluso
un porcentaje importante utiliza sistemas de congelaciéon programables. Lo mismo
puede decirse de la disponibilidad de arcones y contenedores para el mantenimien-
to de las muestras. La variedad es mayor respecto de la forma de almacenar las
muestras, la disponibilidad de contenedores para el traslado o las medidas de se-
guridad de los arcones (por ejemplo, no todos disponen de alarma de aporte de CO:
y pocos utilizan alarmas remotas por cable o telefénicas, red SAl, o bien vigilantes
de seguridad).

Aunque un porcentaje alto de los biobancos y colecciones tiene programas de con-
trol de calidad, mas de un tercio de los centros de investigacién carece de ellos y sélo
alrededor del 60% de los distintos tipos de establecimientos que almacenan muestras
humanas tienen intencién de obtener una certificacién de calidad.

En este mismo sentido, un porcentaje notable de colecciones posean métodos de
identificacion manual y no todos los establecimientos disponen de aplicacién informa-
tica para el control de los datos, ni de la funcién de adjudicacién del lugar de la mues-
tra en el arcon o de comunicacién con otros bancos, ni de conexién a programas de
gestioén clinica.

Es preocupante que aproximadamente un tercio de los bancos no posean consenti-
mientos informados que autoricen la obtencién y el almacenamiento de las muestras.
Sélo en los bancos vinculados a pruebas genéticas este porcentaje disminuye consi-
derablemente. AlUn peor es que, incluso existiendo tales consentimientos informados,
no siempre —ni mucho menos- se utilizan. Por el contrario, es tranquilizador que las
muestras almacenadas en los centros de investigacion son en un 100% anonimizadas.

También inquieta la escasa dedicacion prestada por los responsables de los bancos
a los mismos. El director o el jefe técnico no dedican en exclusividad mas del 10-20%
de su tiempo a las tareas vinculadas al banco. Este hecho refleja el escaso interés que



muestran los centros/hospitales por estos establecimientos a los que vinculan basica-
mente con la investigacion vy, por ello, en los centros de investigacion la dedicacion se
duplica. Por otra parte, parece importante la necesidad de aumentar la formacion del
personal que trabaja en el banco, salvo en el caso —-nuevamente— de los centros de in-
vestigacion.

Se cierra este repaso comentando otros dos aspectos acerca de la realidad de los
biobancos en Espafa. Incluso en los centros de investigacion, la actividad vinculada
con los bancos medida en forma de publicaciones o patentes no es muy alta. Tampo-
co parecen estar muchos bancos particularmente interesados en fomentar la donacién
de muestras o en la obtencién de otras nuevas, aspecto clave para el buen funciona-
miento del banco como antes se mencionaba.

Es evidente que, aunque los biobancos son elementos cuya importancia para la in-
vestigacion biomédica se reconoce cada dia mas, necesitan todavia un impulso aun
mayor. Es fundamental modernizar sus instalaciones, especialmente sus sistemas de
alarmay de control, mejorando los controles de calidad y la preparacion de sus técni-
cos, ademas de aumentar el tiempo de dedicacion que prestan estos ultimos a los ban-
cos. Su colaboracion con otros biobancos o su funcionamiento en red es capital para
la expansién de estos establecimientos. Y todo ello requiere un sistema de acredita-
cion que defina qué es y qué no es un biobanco, y que sefale las competencias de
aquellos que realmente lo sean frente a otros que no constituyan mas que meras co-
lecciones.

No es facil definir un biobanco. Se puede aventurar una definicion que, al menos, en-
cierre muchos de los elementos esenciales que aqui se han sefialado. Se podria definir
un biobanco como un establecimiento publico o privado, sin animo de lucro, que aco-
ge una coleccién de muestras biolégicas organizada como una unidad técnica con cri-
terios de calidad, orden y destino con fines diagndsticos o de investigacion biomédica.
En esta definicidn se enfatizan tres aspectos que han de presidir la “vida del biobanco”:
gratuidad, ordenacion cientifica de las muestras y un procedimiento técnico de calidad
que asegure la idoneidad de la obtencién y del mantenimiento de las mismas.

2. MARCO ETICO Y JURIDICO GENERAL

Una muestra bioldgica humana es una parte del cuerpo humano separada del mis-
mo que alberga acidos nucleicos y que contiene la dotacidén genética caracteristica de
una persona. Sus caracteristicas son: 1) es una parte del cuerpo; 2) esta separada del
mismo; 3) alberga la dotacidén genética caracteristica de una persona. La muestra bio-
I6gica es, pues, un soporte de datos y una parte del cuerpo.

Los datos que potencialmente se pueden obtener de las muestras presentan unas
caracteristicas especificas que los hacen diferentes de los datos de salud en gene-
ral. Asi pues, pueden ofrecer informacion sobre predisposiciones a enfermedades in-
cluso en personas asintomaticas e incidir sobre las personas asintomaticas, a veces,
inesperadamente; son constantes a lo largo de toda la vida e incluso se pueden ob-
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tener tras el fallecimiento. Por otra parte, se heredan, lo cual significa que se com-
parten —al menos potencialmente- con la familia biolégica y se pueden transmitir a
la descendencia. Tanto la familia biolégica como la pareja con la que se piensa tener
descendencia pueden mostrar interés en conocer esta informacion, lo que podria im-
plicar un conflicto de intereses o condicionar las decisiones del sujeto del que se ob-
tienen.

Lo cierto es que este material es una herramienta fundamental en la investigacion bio-
meédica que se puede obtener con una extraccién (bien con una primera finalidad cli-
nica, bien con una finalidad exclusiva de donacién para la investigacién) o recurriendo
a muestras historicas, es decir, a las que ya estan almacenadas.

En efecto, este material se viene recogiendo y almacenando en los laboratorios y hos-
pitales con fines de donacidn, terapia, diagndéstico e investigacion. Algunas de estas
colecciones han sido objeto de regulacién juridica con el objetivo fundamental de ga-
rantizar la proteccion de la salud humana.

Todo el proceso de utilizacion de estas muestras, su obtencion, conservacion y ce-
sién, tiene implicaciones para los derechos de los sujetos y plantea cuestiones a las
que el ordenamiento juridico debe dar respuesta.

No existe, por el momento, en el ordenamiento juridico espafol ninguna legislacion
especifica que regule la utilizacion de muestras humanas con fines de investigacion
biomédica. No obstante, si se ha regulado la utilizacién de partes del cuerpo separa-
das del mismo con finalidades terapéuticas, reproductivas y de trasplante. Esta norma-
tiva esta experimentando un proceso de actualizacién a partir de la adecuacion a las
recientes directivas europeas.

Valgan como ejemplos:

¢ E| Real Decreto 411/1996, de 1 de marzo, por el que se regulan las actividades re-
lativas a la utilizacion de tejidos humanos.

¢ El Real Decreto 413/1996, de 1 de marzo, por el que se establecen los requisitos
técnicos y funcionales precisos para la autorizacion y la homologacién de los cen-
tros y servicios sanitarios relacionados con las técnicas de reproducciéon humana
asistida.

¢ El Real Decreto 2070/1999, de 30 de diciembre, que regula la obtencion vy la utili-
zacion clinica de érganos humanos para la donacién y el trasplante.

¢ El Real Decreto 1088/2005, de 16 de septiembre, por el que se establecen los re-
quisitos técnicos y condiciones minimas de la hemodonacién y de los centros y ser-
vicios de transfusion.

¢ El Real Decreto 223/2004, de 6 de febrero, por el que se regulan los ensayos clini-
cos con medicamentos.

¢ El Real Decreto 65/2006, de 30 de enero, por el que se establecen requisitos para
la importaciéon y exportacion de muestras biologicas.

¢ | a Orden SCO/393/2006, de 8 de febrero, por la que se establece la organizacion
y funcionamiento del Banco Nacional de Lineas Celulares.



¢ L a Directiva 2004/23/CE, de 31 de marzo de 2004, relativa al establecimiento de
normas de calidad y de seguridad para la donacién, la obtencién, la evaluacion,
el procesamiento, la preservacién, el almacenamiento y la distribucién de células
y tejidos humanos, cuya transposicién representara la modificacién de algunas
de las normas anteriores y la introduccién de otras nuevas.

No obstante, el Gobierno de la Nacién ha anunciado la préxima remision a las Cor-
tes Generales del Proyecto de Ley de Investigacion Biomédica, donde entre otras
materias se abordara de forma especifica el régimen de los analisis genéticos, las
muestras biolégicas y los biobancos.

En todas estas normas se exige el respeto a los derechos de los sujetos y, en con-
creto, a su integridad fisica y a la proteccién de sus datos de caracter personal.

A partir de esta situacion, la identificacion de las prescripciones juridicas que de-
ben guiar a los investigadores que utilicen en sus investigaciones muestras biologi-
cas exige un doble ejercicio: por una parte, la aplicacién por analogia en determina-
dos aspectos de las normas especificas citadas sobre la utilizacion de partes del
cuerpo con otras finalidades; y por otra parte, la proyeccién de normas mas genera-
les hacia esta materia concreta.

Estas normas generales son las que se refieren al marco de los derechos de los pa-
cientes y usuarios del sistema de salud: la Ley 14/1986, de 25 de abril, General de Sa-
nidad, el Convenio de Derechos Humanos y Biomedicina del Consejo de Europa (que
entré en vigor en Espana el 1 de enero del afio 2000); y la Ley 41/2002, de 14 de no-
viembre, basica reguladora de la autonomia del paciente y de los derechos y obliga-
ciones en materia de informacién y documentacion clinica (asi como las normativas au-
tondémicas correspondientes). A éstas se ha de unir la legislacion sobre protecciéon de
datos que contempla un régimen especifico para el tratamiento de los datos de salud
(Ley Organica 15/1999, de 13 de diciembre, de Proteccion de Datos, de Caracter Per-
sonal y Normativa de Desarrollo).

Ademas, desde los organismos internacionales se viene trabajando en los ultimos
afos en la redaccién de documentos de distinta naturaleza sobre esta cuestion,
que son una guia muy valiosa para la interpretacion del marco normativo existente.
Cabe destacar la Declaracion Universal sobre los Datos Genéticos Humanos de la
UNESCO, de 16 de octubre de 2003, y la Recomendacién (2006) 4 del Consejo de
Europa, sobre investigacion con material biolégico de origen humano, de 15 de mar-
zo de 2006, que sera la base para un futuro protocolo al Convenio de Derechos
Humanos y Biomedicina.

Por lo que se refiere a la regulacién en otros paises, son pocos los europeos con una
normativa especifica sobre la utilizacion de muestras bioldgicas y biobancos para la in-
vestigacion cientifica (Islandia, Noruega y Dinamarca cuentan con leyes de 2002, 2003
y 2004, respectivamente; en Francia se tratan algunas cuestiones en la ley de 2004 re-
lativa a la Bioética). Previsiblemente, esta tendencia hacia la regulacién se consolidara
a la vista del interés por este asunto, que se plasma en que algunos comités naciona-
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les de ética lo han tratado en extensos informes: Reino Unido (Human tissue and bio-
logical samples for use in research, 2001), Alemania (Biobanken, 2004), Francia (Pro-
blemes éthiques posés par les collections de matériel biologique et les données d’in-
formation associeés: biobanques, biotheques), e Irlanda (Human Biological Material. Re-
commendations for collection, use and storage in research, 2005).
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Il. El proceso de utilizacion
de la muestra

1. ORIGEN

La determinacion del tipo de muestras que se precisan en la investigacion es un
primer paso fundamental para que el proceso de utilizacién posterior sea agil y ra-
cional.

Si se considera que los biobancos deberian ser, de forma ideal, los establecimien-
tos mas idéneos para almacenar y distribuir las muestras bioldgicas obtenidas con fi-
nes de investigacion, sus caracteristicas técnicas mas idéneas serian las siguientes:

1) En primer lugar, conviene definir el tipo de banco que puede ser independiente o
estar asociado con otros bancos; en el segundo caso, cada banco esta asociado a una
red, con lo que sus procedimientos estaran regulados por los procedimientos consen-
suados por la red.

2) En segundo lugar, conviene fijar los criterios de seleccion de las muestras: es re-
comendable que cada banco establezca, con antelacion y basandose en sus objetivos,
los criterios de seleccion de las muestras que tengan interés para su archivo entre aque-
llas en las que:

- Exista material sobrante de estudios diagndsticos.

- Se cuente con consentimiento informado expreso del paciente.

- El tiempo transcurrido entre la extraccién y la conservacién se ajuste a los estan-

dares de calidad de cada tipo de muestra.

Estos criterios tipicamente se relacionan con el interés y la finalidad del banco o de
los grupos que utilizan o que se prevé que utilizaran las muestras almacenadas. Aun-
que el criterio empleado puede ser en principio almacenar todas las muestras que,
cumpliendo los criterios anteriores, lleguen al banco, hay que considerar que el man-
tenimiento de un archivo con escasa utilizacion supone un coste variable que, depen-
diendo de los formatos en los que se archiven las muestras, puede suponer una
sobrecarga econdmica importante para la institucion.

En el caso de decidir almacenar indiscriminadamente todas las muestras, habra cier-
tamente que contar con una gran capacidad de almacenamiento. Por otro lado, los cri-
terios empleados para que una muestra sea seleccionada para su archivo en el banco
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deben ser difundidos de forma clara a todos los que participan en su procesamiento
desde la obtencion de la muestra hasta el final del procedimiento. Conviene resefiar la
conveniencia, siempre que sea posible, de archivar muestras patolégicas (por ejemplo,
tejido tumoral) y su contrapartida normal, imprescindible para muchos estudios. Cuan-
do esto Ultimo no sea posible, puede plantearse la toma de muestras de células de la
mucosa bucal del paciente con una torunda y que se laven en un medio adecuado para
su posterior almacenamiento.

En resumen, conviene decidir cuanto antes cual sera el objetivo de cada banco y esto
determinara el criterio de seleccion de material:

¢ Coleccion indiscriminada de muestras.

e Coleccion restringida a ciertos tipos de muestras.

e Coleccion de series limitadas de casos (ensayos clinicos).

¢ Coleccion de patologias concretas: cardiovasculares, neurodegenerativas, cancer, etc.

Cuando se pretenda un almacenamiento restringido de determinadas patologias para
investigacion, seria recomendable considerar entre ellas aquellos tipos por los que exis-
ta un conocido interés en la institucion.

2. OBTENCION

A continuacién se estudian, en primer lugar, los procedimientos técnicos para la ob-
tencion de muestras en funcién de que se trate de tejidos, células o fluidos; en segun-
do lugar, se describen los criterios que se deben respetar en relacion con los derechos
de los sujetos fuente en esta fase.

2.1. Procedimientos técnicos para la obtencion de las muestras
biolégicas de origen humano

2.1.A. Tumores y tejidos sanos
A.1. Rapidez y forma de obtencion

La calidad de las muestras depende en gran medida de la rapidez y de la forma de ob-
tencion, asi como del procesamiento y del tipo de transporte hasta llegar al banco de te-
jidos. Ademas, debido a la enorme variabilidad bioldgica, algunos tipos de tejidos y de
tumores pueden necesitar un tratamiento individualizado. Estas variables son especial-
mente importantes cuando se pretende la extraccion y el posterior uso del ARN. Por ello,
es recomendable un inmediato traslado de las muestras, en especial las obtenidas por
procedimientos quirdrgicos, punciones y biopsias, desde el lugar de obtencién hasta el
servicio en el que se van a realizar los estudios diagnésticos (por ejemplo, Anatomia Pa-
tolégica o Hematologia) donde se efectuara la toma de la parte de la muestra exceden-
te del diagnéstico para su archivo en el banco de tejidos. Esto requiere la coordinacion
con el personal que realizara el traslado de las muestras. El envio de las mismas, una vez
obtenidas, se debe hacer preferentemente en condiciones de esterilidad y en fresco.



A.2. Tiempos desde la extraccion a la conservacion

Se debe establecer un maximo de tiempo desde la extraccion quirlrgica hasta la con-
gelacién a partir del cual el material se rechazara. Este tiempo puede variar con el tipo de
tejido y el objetivo para el cual se ha obtenido (extraccion de ARN, ADN, proteinas, histo-
logia, etc.). Como regla general, toda muestra que haya tardado mas de dos horas en este
proceso y que haya estado a temperatura ambiente debe ser descartada. En el caso de
extraer ARN, el estandar de calidad se situa en un tiempo menor de 30 minutos. Estos
tiempos varian con el tipo y el tamafno del tejido. La entrada de la muestra en la base de
datos deberia recoger el tiempo transcurrido desde su extracciéon hasta su congelacion.

A.3. Requisitos de la toma de muestras

La toma de muestras para el archivo en el banco de tejidos debe cumplir los siguien-
tes requisitos:

1) No puede interferir ni con el diagndstico histopatologico, citomorfolégico, fenoti-
pico o molecular del caso, ni con el uso para otro tipo de fines primordiales para el pa-
ciente, como la evaluacion de los parametros prondsticos; en otras palabras, sélo se
podra utilizar para el archivo el material excedente del utilizado para los fines anterior-
mente citados.

2) Con el objetivo de asegurar lo recogido en el punto anterior, la toma de la muestra
para el banco de tejidos la realizara una persona cuya capacitacion lo garantice.

3) La toma se realizara garantizando la calidad del procedimiento para asegurar su
utilidad futura.

En principio, y con el objetivo de que las muestras almacenadas puedan ser estu-
diadas mediante todos los métodos diagnosticos y de investigacion que estén dispo-
nibles o que se pudieran aplicar previsiblemente, éstas se deberian recoger y mani-
pular en condiciones de esterilidad y, aunque esto sea deseable, con frecuencia no se
puede garantizar, lo que no debe impedir que se tomen las mayores precauciones para
evitar la contaminacion del tejido de interés. En este apartado se hara referencia es-
pecifica a las recomendaciones para los diferentes tipos de muestras, segun su pro-
cedencia, siempre y cuando existan aspectos especiales que se deban resolver.

2.1.B. Células

Si se trata de células, se pueden diferenciar dos tipos de muestras segun su ori-
gen: células ex vivo y lineas celulares derivadas de ellas.

Aunque las células ex vivo son, generalmente, mas dificiles de obtener que las li-
neas celulares, en muchos casos son la Unica opcién, por ejemplo, cuando no se
dispone de una linea establecida que mimetice las condiciones celulares del orga-
nismo o su estado fisioldégico, o siempre que se pretenda su utilizacién con fines
diagnésticos.
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También, en el caso de estudios sobre patologias, la fuente de la muestra es gene-
ralmente ex vivo, si bien de muchos tipos celulares, principalmente tumores, de donde
se pueden derivar lineas celulares.

En cualquier caso, cuando sea posible y el tipo de ensayo lo permita, la facilidad de
manejo y la reproductividad de los resultados aconsejan el empleo de lineas celulares,
aunque siempre sera una situacion no exactamente igual a la condicion ex vivo.

De hecho, se han realizado importantes avances en la generacion de lineas celulares
para investigacion y, actualmente, es un reto su utilizacién con fines terapéuticos o re-
generativos. De esta forma, se han obtenido lineas tumorales o procedentes de distin-
tas patologias, lineas de células y tejidos sanos y, mas recientemente, lineas derivadas
de células troncales embrionarias y adultas.

B.1. Aislamiento de células ex vivo

Un primer paso para la obtencion de células ex vivo consiste en obtener una suspen-
sion de células individualizadas. En los casos en los que la muestra proceda de fluidos
corporales (sangre, orina, liquido peritoneal, etc.), las células se encuentran ya en sus-
pensién y no es necesaria su preparacion.

B.1.1. Preparacion de suspensiones de tejidos sélidos

1) Métodos fisicos: determinados tipos celulares se encuentran débilmente unidos
al resto de las células presentes en los érganos, por ejemplo, las células linfoides. En
estos casos, es posible su liberacion y la recuperacion mediante la simple disgregacion
mecanica del 6érgano en un medio o tampdn adecuado, por ejemplo el medio de culti-
vo RPMI 1640 + 5% de FCS. La disgregacién mecanica se puede realizar mediante la
fragmentacion del tejido con pinzas o tijeras, y pasando los fragmentos repetidamen-
te por una pipeta o aguja, o bien mediante el empleo de un homogeneizador.

2) Métodos enzimaticos: en muchos casos, la presencia en el tejido de uniones ce-
lulares (tejidos epiteliales) o de una matriz extracelular (tejidos conectivos) hace nece-
saria una digestion enzimatica para liberar las células. Las enzimas utilizadas son: co-
lagenasa, tripsina, elastasa, hialuronidasa, papaina, ADNasa. En lineas generales, el
procedimiento a seguir consiste en:

- Fragmentacién del tejido en piezas pequeias.

- Lavado de los fragmentos en el tampon o un medio adecuado.

- Digestion con la mezcla de enzimas elegida en el medio adecuado.

- Disgregacion del tejido mediante pipeteo o pasandolo a través de una jeringa.

- Filtrado de la suspension.

- Lavado de las células.

- Recuento y estimacion de la viabilidad celular.

En este tipo de procedimientos, es necesario optimizar las concentraciones de enzi-
mas y el tiempo de digestion, teniendo en cuenta que muchos preparados comercia-
les varian de lote a lote. La eleccion de la mezcla de enzimas adecuada depende del



tipo de muestra y, para cada muestra en concreto, es importante remitirse como refe-
rencia a métodos previamente utilizados y que aseguran, por lo tanto, cierta reprodu-
cibilidad.

Por su parte, la eleccién del tampdn o del medio de digestion debe ser compatible
con las diferentes actividades de la mezcla enzimatica.

Como consideracion general, es primordial tener en cuenta que los preparados en-
zimaticos comerciales presentan diferentes actividades y grados de toxicidad. Es im-
portante, por consiguiente, evaluar el rendimiento y la viabilidad de las células obte-
nidas, por ejemplo, mediante la tinciéon con azul tripan y el recuento en un hemoci-
tometro.

La suspension resultante debe quedar lo mas libre posible de células muertas, res-
tos celulares y restos de tejido sin digerir. Es una buena medida la incorporacion de la
ADNasa en la digestion, ya que el ADN liberado densifica el medio, entorpeciendo el
procesamiento y disminuyendo su rendimiento. No deben omitirse, por consiguiente,
los pasos de filtrado y lavado de la suspension celular obtenida.

La suspensién resultante debe mantenerse en frio y procesarse para lo que sea me-
nester (analisis, almacenamiento, fijacion o aislamiento celular) lo mas rapidamente
posible.

B.1.2. Aislamiento de tipos celulares

Una vez obtenida la suspensién celular del tejido, existen diferentes aproximaciones
para aislar o enriquecer las células de interés.

En primer lugar, se debe decidir la pureza del tipo celular concreto que se necesita
para la finalidad perseguida. Es necesario, igualmente, evaluar la relevancia en la mues-
tra final de otros tipos celulares no deseados y presentes en el tejido inicial, que pue-
den quedar como “contaminantes” y alterar o entorpecer los objetivos. Por ejemplo,
para un determinado estudio que parte de una suspension que contiene células de tipo
A, By C, podria ser importante que la suspension final contuviera células A pero nun-
ca B, aunque la presencia de células C sea indiferente.

En funcion de las necesidades concretas se debe decidir, por consiguiente, qué
meétodo proporciona un mayor rendimiento con respecto a las células de interés y a
la pureza requerida, resultando discriminatorio para las células no deseadas. En este
sentido, es importante realizar estudios previos (analisis histoldgico, citometria de
flujo, etc.) que orienten sobre la frecuencia en la muestra de las células de interés
frente a las células no deseadas, lo que permitiria una mejor relacidon pureza-rendi-
miento.

En funcién de estos criterios, se puede optar por diferentes técnicas que em-
plean como parametro diferencial distintas propiedades de las células objeto del ais-
lamiento:
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1) Métodos fisicos (centrifugaciones): cuando las diferentes células de la mues-
tra tienen claras diferencias de densidad, la centrifugacion en gradiente de densi-
dad es muy util para su aislamiento. No obstante, es dificil pensar que se pueda
obtener una poblacién celular pura por esta técnica, pero puede resultar muy Util
para eliminar de la muestra algunas células no deseadas (como los eritrocitos en
las muestras de sangre) o para preenriquecer la suspension en las células de inte-
rés, por ejemplo, como ocurre en el enriquecimiento en células dendriticas a partir
del bazo.

2) Parametros fisiologicos: en muchas ocasiones, es posible discriminar diferen-
tes tipos de células en funcién de sus propiedades fisiolégicas, como son la adhe-
rencia al sustrato o las condiciones de crecimiento en el cultivo. Mediante la incuba-
cion de la suspension celular en plastico u otras superficies, se pueden separar las
células adherentes de las no adherentes o las células con distinto grado de adhesién.
Existen numerosos ejemplos de esta aplicacién, entre ellos:

- La separacion de células T de los ganglios linfaticos en la columna de nailon.

- La separacién de macréfagos y de células dendriticas de los érganos linfoides.

También es factible separar las células epiteliales de los fibroblastos, en un cultivo
primario, mediante la digestién suave con proteasas (por ejemplo, tripsina). Por otra
parte, en numerosas ocasiones se puede enriquecer una muestra en un tipo celular
concreto mediante el cultivo primario en condiciones que favorezcan su crecimiento o
supervivencia frente al resto. Por ejemplo, para cultivos de células tumorales o tronca-
les un procedimiento habitual consiste en cultivar un explante o una suspension celu-
lar total bajo determinadas condiciones en las que las células tumorales o las tronca-
les acaban siendo seleccionadas en el cultivo gracias a su mayor capacidad de super-
vivencia y proliferacion.

3) Utilizacion de la expresion diferencial de moléculas superficiales (técnicas de
inmunomarcaje): actualmente, estas técnicas suelen ofrecer el mayor grado de pure-
za de la muestra y permiten la exclusién de tipos celulares muy concretos. Implican la
discriminacion de las células en funcién de la expresion diferencial de las moléculas su-
perficiales, principalmente las proteinas de membrana, que se pueden detectar con
ayuda de un reactivo especifico -normalmente un anticuerpo—, y también las lectinas
y otras moléculas. Los dos procedimientos principales son:

- El empleo de anticuerpos o reactivos conjugados con sustancias fluorescentes que
son analizadas en un citdbmetro separador que permite la separacién de las células
en funcion de este analisis.

- El empleo de anticuerpos unidos a particulas magnéticas que son retenidas en un
campo magnético.

Si bien las dos aproximaciones son similares, existen diferencias entre ambas que
conviene remarcar. Por su naturaleza, el citdmetro separador permite un analisis mul-
tiparamétrico al poder analizar diferentes fluorescencias y, por lo tanto, confiere la po-
sibilidad de combinar diferentes marcadores y definir la poblacién deseada con una
gran especificidad, mientras que con un procedimiento de retencion en el campo mag-
nético solamente se puede distinguir marcado frente a no marcado y, por consiguien-



te, las posibilidades de definir la poblacion deseada son mas restringidas. En general,
las células sufren mas en el citdmetro separador y, en consecuencia, pueden resultar
mas dafadas o alteradas para posteriores analisis.

En ambos casos, es importante asegurarse de que la expresiéon de los marcadores
utilizados sea verdaderamente diferencial entre las células deseadas y las no desea-
das. A este respecto, hay que testar la especificidad y eficacia de los anticuerpos so-
bre células frescas, evaluandose previamente la muestra y el marcaje por citometria de
flujo para determinar tanto la calidad del marcaje como lo discriminatorio que resulta'y
la frecuencia de células deseadas existente en la muestra.

Se debe tener en cuenta que las células obtenidas tienen unidos el anticuerpo o an-
ticuerpos con los que se han marcado, por lo que siempre que sea posible es preferi-
ble utilizar una seleccién negativa, es decir, marcar las poblaciones no deseadas y de-
jar libre la fraccion no marcada. Esto, sin embargo, no es posible en muchas ocasio-
nes, por lo que se debe considerar cual sera el efecto de la presencia del anticuerpo
utilizado en la muestra final. Por ejemplo, muchos anticuerpos activaran en la célula las
moléculas a las que se han unido, lo que puede interferir en ensayos funcionales, etc.
Existe también la posibilidad de liberar el anticuerpo unido, pero los métodos necesa-
rios para ello implican una mayor manipulacién y, por lo tanto, un mayor riesgo de es-
tropear la muestra.

Independientemente del método utilizado, una vez recuperadas las células, se ha de
evaluar el rendimiento y la pureza obtenidos en el aislamiento.

4) Aislamiento de células observadas al microscopio (microdiseccién por laser):
determinados estudios de Gendémica o Protedmica se pueden llevar a cabo en la ac-
tualidad con minimas cantidades de material. Con respecto a las muestras estudiadas
por microscopia, la microdiseccién mediante laser permite sefalar la célula o células
de interés directamente en la seccion observada y “recortarla/s” con ayuda de un la-
ser, asi como extraerla/s de la muestra para su analisis posterior.

B.2. Lineas celulares

Como ya se ha indicado, la obtencién de lineas celulares de distinto origen constitu-
ye una fuente importante de células con fines de investigacion. Aparte de su directa
generacion, las lineas celulares se pueden obtener de colecciones; entre las mas com-
pletas se encuentran: American Type Culture Collection (ATCC), National Cell Culture
Center del NIH o European Collection of Cell Cultures (ECACC). También se pueden
obtener mediante la cesién de otro laboratorio, siendo ésta una practica habitual entre
investigadores.

2.1.C. Fluidos
Los procesos que se realizan en los laboratorios deben garantizar la calidad de los

resultados. Se sabe que las fases en las que se divide todo proceso analitico son tres:
la preanalitica (hasta que la muestra llega a los analizadores o lugares de trabajo), la
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analitica (proceso de realizacion de la determinacién) y la postanalitica (desde el mo-
mento en el que se tiene el resultado hasta que llega al médico).

En estudios realizados por diversos autores sobre los errores en los resultados de los
laboratorios, que se situan en un 0,81% de las determinaciones, se ha constatado que
proceden en un 70-80% de la fase preanalitica, en un 6-13% de la fase analitica y en
un 12-18% de la fase postanalitica. Al analizar las causas mas frecuentes de los erro-
res de la fase preanalitica se ha observado que dos de las pruebas que presentan un
porcentaje mas alto de problemas son los estudios de coagulacién y la velocidad de
sedimentacion globular (VSG).

Es necesario garantizar una adecuada calidad de la fase preanalitica, que va des-
de la solicitud del analisis hasta la recepcién en el laboratorio. Las demas fases ca-
receran de sentido si no se hace correctamente la primera. En ella intervienen mu-
chos mecanismos, organizaciones y personas que hacen dificil el control total de esta
fase.

Los laboratorios clinicos utilizan sistemas de transporte de muestras dado que tie-
nen centros de extraccion periféricos o dado que envian algunas determinaciones a
otros laboratorios. Dicho transporte debe regirse por una normativa técnica muy bien
establecida con el fin de garantizar la estabilidad de las propiedades biolégicas de las
muestras. Todas las organizaciones y personas que intervengan en el transporte de
muestras biolégicas deben estar formadas y autorizadas segun el material que deban
transportar.

Los fluidos o liquidos organicos mas habituales que se estudian en los laborato-
rios son:

e Sangre total: plasma y suero.
e |iquido pleural.

e | iquido pericardico.

e | iquido ascitico.

e | iquido cefalorraquideo.

e |iquido sinovial.

Cada uno de estos liquidos posee un sistema peculiar de obtencidén que requiere ha-
bilidad y que debe ser realizado por médicos entrenados para ello, pues su incorrecta
realizacién puede poner en peligro la vida de los pacientes.

Respecto de las muestras de sangre periférica (SP) y aspirados de médula ésea (MO):

¢ | as muestras de SP y/o aspirados de MO se deben recoger en tubos estériles que
contengan el anticoagulante suficiente y adecuado para permitir la posterior reali-
zacioén de los estudios de investigacion necesarios.

¢ Es de interés para muchos tipos de investigacién biomédica que el biobanco reco-
ja, ademas del tejido especifico patoldgico de un paciente, plasma y células san-
guineas del mismo.



Puede interesar la recogida de muestras de diferentes liquidos, incluidos orina, liqui-
do cefalorraquideo (LCR), liquido pleural, peritoneal o sinovial, e incluso de lavados
broncoalveolares.

C.1. Rapidez y forma de obtencion

Conviene tener en cuenta, en el caso del estudio de parametros bioquimicos de mues-
tras sanguineas, que la extraccion del espécimen se debe realizar preferiblemente tras
un periodo de al menos ocho horas de ayuno, en reposo y, como minimo, una hora des-
pués del ejercicio fisico. Las muestras lipémicas, que acontecen tras la ingesta, pue-
den alterar diversas magnitudes. El estrés, el ejercicio y el tabaco influyen en numero-
sas magnitudes de la hemostasia. Por este motivo, se debe procurar que la obtencién
de muestras en las que se vayan a medir las magnitudes de la hemostasia se efectue
en condiciones basales.

Es indispensable, asimismo, evitar las malas extracciones, para lo que se haran siem-
pre a partir de una puncién limpia. La extraccion se puede efectuar mediante un tubo
de vacio, o bien mediante una jeringa con o sin “palomilla”. Es admisible una breve
compresién con torniquete. Tiempos de constriccion de un minuto seguidos de libera-
cién del torniquete no tienen consecuencias sobre las concentraciones de los compo-
nentes del suero y los factores de coagulacion del plasma. Cuando se usan multiples
tubos de recoleccién para obtener las muestras de sangre venosa, el tubo destinado a
los examenes de la coagulacion deberia ser el segundo o preferiblemente el tercer tubo,
a fin de minimizar la contaminacién con tromboplastina tisular liberada a raiz de la pun-
cién venosa. Cuando se obtiene una muestra de sangre, es imperativo poner atenciéon
en asegurar la mezcla completa de la sangre con el anticoagulante; se inclinara suave-
mente el tubo varias veces y se evitara asi la formacién de espuma. No deben trans-
currir mas de dos minutos entre el comienzo de la estasis venosa y la mezcla de la san-
gre con el anticoagulante.

No se realizaran extracciones a través de vias heparinizadas o catéteres. Si no hu-
biera mas remedio que utilizarlas, la canula debe enjuagarse con una solucién salina
isotdnica en una cantidad proporcional al volumen del catéter. Se recomienda desechar
una cantidad de sangre equivalente a dos veces el volumen del catéter. Habitualmen-
te, los 5-10 mL primeros de sangre se deberan desechar antes de la recoleccion del
espécimen de sangre. La contaminacién de la muestra con heparina es uno de los ar-
tefactos frecuentemente acontecidos en la practica diaria.

La contaminacién de las muestras de laboratorio por soluciones de infusion intrave-
nosa es la forma de interferencia preanalitica mas comun y frecuentemente mas rele-
vante en los pacientes ingresados.

El tubo que ha de utilizarse para obtener plasma es el de citrato trisddico (0,105 mol/L)
(8,2%). Se trata del anticoagulante estandar para la recoleccion de las muestras des-
tinadas a la realizacion de examenes globales de coagulacion. Existen tubos con dis-
tintas concentraciones de este anticoagulante que conducen a resultados diferentes.
Se recomienda el uso de la concentracién al 3,2% de 0,105 mol/L. Se prefiere citrato
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tamponado a un pH de 5,5, ya que el pH de la mezcla (plasma vy citrato) se aproxima
mas al fisiolégico que el del no tamponado.

En los examenes de coagulacion, tales como el tiempo de protrombina (TP) y el tiem-
po de tromboplastina parcial (TTPA), el pH de la mezcla de reaccién se deberia mante-
ner preferentemente dentro de un intervalo de pH entre 7,10 y 7,35. La relacién nomi-
nal de volumen de citrato y sangre es de 1:9. Si esta relacién se incrementa, es decir,
si se recolecta menos sangre, la concentracién efectiva de anticoagulante aumenta.
Esto se traduce en un aumento del valor del TTPA, especialmente si la relacién baja de
1:7. Por el contrario, se precisa una correccion de la relacién anticoagulante/sangre en
los casos de poliglobulia cuando el hematocrito del paciente excede del 55%. En es-
tos casos, los valores del TP y del TTPA se ven afectados debido a una reduccién del
compartimiento plasmatico por un aumento en el volumen de los eritrocitos, lo que con-
duce a un exceso de citrato en el plasma. Este exceso de citrato prolonga el proceso
de coagulacion por insuficiencia de calcio. Una relacion de 1:10 puede ser la adecua-
da en los casos de poliglobulia.

En la practica diaria esta correccion de la proporcién citrato/sangre no suele ser muy
operativa, y, de no hacerse, en el informe analitico se hara constar la posible interferen-
cia de resultados en relacién con la poliglobulia.

Para la obtencion de los liquidos biolégicos se deben efectuar las siguientes punciones:

e Liquido pleural: puncién pleural.

e Liquido pericardico: puncién cardiaca.

¢ Liquido ascitico: puncion peritoneal.

¢ Liquido cefalorraquideo: puncién lumbar.
¢ Liquido sinovial: puncion articular.

Todas las punciones seran realizadas por personas entrenadas y en las maximas con-
diciones de asepsia posibles.

C.2. Tratamientos individualizados

La sangre destinada a medir la concentracion de productos de degradacién de la fi-
brina (PDF) en el plasma se deberia recolectar en una mezcla que contuviese 10 U de
trombina y 1.835 U de inhibidor tripsina de soja por mililitro de sangre. La trombina
convierte el fibrindgeno residual en fibrina, ya que de otra manera se obtendria una
concentracion de productos de degradacion de la fibrina falsamente elevada. La gene-
racién de PDF in vitro, después de la recoleccion de sangre, se impide, bien por el in-
hibidor tripsina de soja, bien por la aprotinina, que también inhibe la enzima plasmina
generadora de productos de degradacién de la fibrina. Por el contrario, la medicion de
la concentracion del dimero D, que refleja la accidn de la fibrinolisis, se puede realizar
utilizando plasma citratado.

Se ha apreciado que, con fines de monitorizar el tratamiento con heparina no frac-
cionada, el mejor anticoagulante es el citrato asociado a teofilina, adenosina, dipirida-



mol (mezcla CTAD), puesto que previene la pérdida de la heparina contenida en la mues-
tra clinica, merced a una mayor estabilizacién plaquetaria, limitando la liberacion del
factor 4 plaquetario, que se observa cuando sélo se utiliza el citrato. No obstante, la
Sociedad Internacional de Trombosis y Hemostasia (ISTH) no recomienda por el mo-
mento la implantacion generalizada de esta nueva mezcla en el laboratorio de coagu-
lacién, por sus efectos sobre la razén normalizada internacional (INR), utilizada en la
monitorizacién del tratamiento anticoagulante oral.

C.3. Tiempos desde la extraccion a la conservacion

La conservacion de los especimenes en el tubo primario puede ser a temperatu-
ra ambiente (20-25 °C) y en condiciones de refrigeracion (4-6 °C). En la Tabla | se
seflan las temperaturas aconsejables para cada magnitud. Las condiciones de esta-
bilidad de algunas magnitudes bioldgicas en espécimen y muestra han sido sorpren-
dentes, muestran una aparente mayor estabilidad de la que se les venia adscri-
biendo. En la Tabla Il se especifican los datos de estas magnitudes. Parece claro que
estos estudios en muchos casos son de valor limitado, bien sea por el nUmero de
muestras incluidas, bien sea por su limitacion a un tipo concreto de instrumentos.
Por otro lado, se conoce cémo la estabilidad de una determinada magnitud no es
igual en una muestra normal que en una patoldgica.

Finalmente, no hay que olvidar que un mismo espécimen y muestra se pueden
utilizar para realizar determinaciones de magnitudes diferentes. Por esta razon,
habra que asumir la menor estabilidad de las magnitudes que se vayan a analizar.
Por todo ello, parece recomendable asumir las especificaciones sefialadas en la
Tabla I.

2.2. El respeto de los derechos de los pacientes en la obtencion
de las muestras

La utilizacién de material biolégico humano esta condicionada por las técnicas ne-
cesarias para obtenerlo y por la voluntad del sujeto para acceder a su utilizacion cien-
tifica. Las técnicas para la obtencién de material biolégico pueden ser muy banales (re-
cogida de pelo, exudado, descamacion mucosa, o incluso muestras de sangre perifé-
rica), o bien suponer un riesgo —a veces elevado- para el paciente, como en el caso de
biopsias o0 muestras intraoperatorias.

Cuando los procedimientos que se utilizan para obtener las muestras son los mismos
que se llevan a cabo por razones diagnésticas o terapéuticas, la informacién sobre ries-
gos y el consentimiento para esos procedimientos son los mismos que deben atenderse
en el caso de la intervencién diagnéstica o terapéutica. En estos casos, solo seria nece-
sario un consentimiento especifico en relacién con el destino posterior de las muestras.

Cuando el unico objetivo de estos procedimientos es la obtencion de muestras para
la investigacion, entonces, ademas del consentimiento para la extraccion vy la utiliza-
cién de las muestras, es imprescindible la informacion detallada y el conocimiento de
las molestias y riesgos asociados a estas practicas.
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Condiciones preanaliticas 6ptimas para magnitudes hemostaticas

I. HEMOSTASIA PRIMARIA

Magnitud Preparacion Tubo primario Transporte y conservacion Muestra Método de obtencién Conservacion
del paciente del espécimen de la muestra de la muestra
1. Recuento plaquetario y frotis Rep. EDTA (a) 20-25 °C (<6 h); 2-8 °C (<12 h) Espécimen Agitac. Id. espécimen
2. Agregacion plaquetaria Rep./Ayun.  Cit. Nao ACD 20-25 °C (2-4 h) PRP Cent. (20 °C) 20-25 °C (<4 h)
3. Tiempo de hemorragia Rep. No
(tiempo de sangria, TH)
4. Funcion plaquetaria, sangre total  Rep. Cit. Na 20-25°C (<4 h) Sangre Agitac. Id. espécimen
(PFA 100 Col/ADP y Col/EPI) Cit.
5. Factor von Willebrand Rep./Ayun.  Cit. Na 2-8 °C (<4 h) PPP Cent. 2.500 g 2-8°C (4 h);
(15 min, 4 °C) -20°C (1 m);
-80°C (>3 m, <1 a)
6. Glicoproteinas de membrana Ayun. Cit. Na o EDTA 20-25 °C (<4 h) Conc. Pt.  Cent. o gel filtr. 20-25 °C (<4 h)
plaquetaria (citometria de flujo)
7. Glicoproteinas de membrana Ayun. Cit. Na o EDTA 20-25 °C (<4 h) Pt. L. Cent. o gel filtr. 2-8°C (4 h);
plaquetaria (electroforesis) -70°C (>3 m, <1 a)
8. Anticuerpos antiplaquetarios EDTA 20-25°C (<4 h) Conc. Pt.  Cent. 20-25°C (4 h)
9. Cuantificacion de granulos Cit. Nao ACD 20-25°C (<2 h) Pt. L/ Cent. o gel filtr. 20-25°C (4 h)
densos plaquetarios Conc. Pt.
10. Beta-2-tromboglobulina Cit. Na 2-8°C (4 h) PPP Cent. 2.500 g (15 min)  2-8 °C (4 h);
+ inh. Pt. -70°C (>3 m, <1 a)
11. Factor 4 plaquetario Cit. Na 2-8°C (4 h) PPP Cent. 2.500 g (15 min)  2-8 °C (4 h);
+ inh. Pt. -70°C (>3 m, <1 a)
1. COAGULACION
1. Tiempo de protrombina (TP); Rep./Ayun. Cit. Na 8-25 °C (<4 h) PPP Cent. 2.500 g 8-25 °C (24 h);
INR tubo (15 min, 4 °C) -20°C (1 m);
-70°C (>3 m) (b)
2. INR, sangre capilar Rep./Ayun Uso inmediato Sangre SA Uso inmediato
3.Tiempo de tromboplastina parcial = Rep. Cit. Na 8-25°C (<4 h) PPP Cent. 2.500 g 2-8°C (4 h);
activado (TTPA, tiempo de cefalina) (15 min, 4 °C) -20°C (1 m);
-70°C (>3 m, <1 a)
4. Tiempo de trombina (TT) Rep. Cit. Na 8-25 °C (<4 h) PPP Cent. 2.500 g 8-25 °C (2-4 h);
(15 min, 4 °C) -20°C (1 m);

-70°C (>3 m, <1 a)



19

Condiciones preanaliticas 6ptimas para magnitudes hemostaticas (continuacion)

Magnitud

5. Tiempo de reptilase

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

. Consumo de protrombina

. Fibrinégeno

. Factor I

. Factor V

Factor VII

Factor VIl activado (VII:a)

Factor VIII

Factor IX

Factor X

Factor XI

Factor XII

Preparacion Tubo primario Transporte y conservacion
del espécimen

del paciente

Rep.

Rep.

Rep.

Rep.

Rep.

Rep.

Rep.

Rep.

Rep.

Rep.

Rep.

Rep.

Cit.

Sin antic.

Cit.

Cit.

Cit.

Cit.

Cit.

Cit.

Cit.

Cit.

Cit.

Cit.

Na

Na

Na

Na

Na

Na

Na

Na

Na

Na

Na

8-25 °C (<4 h)

20-25°C

8-25 °C (<4 h)

8-25 °C (<4 h)

2-8°C (<4 h)

8-25 °C (<4 h)

8-25 °C (<4 h)

2-25°C (<4 h)

8-25 °C (<4 h)

8-25 °C (<4 h)

8-25 °C (<4 h)

8-25 °C (<4 h)

Muestra

PPP

Suero

PPP

PPP

PPP

PPP

PPP

PPP

PPP

PPP

PPP

PPP

Método de obtencion
de la muestra

Cent. 2.500 g
(15 min, 4 °C)

Cent. 2.500 g
(15 min, 4 °C)
Cent. 2.500 g
(15 min, 4 °C)

Cent. 2.500 g
(15 min, 4 °C)

Cent. 2.500 g
(15 min, 4 °C)

Cent. 2.500 g
(15 min, 4 °C)

Cent. 2.500 g
(15 min, 4 °C)

Cent. 2.500 g
(15 min, 4 °C)

Cent. 2.500 g
(15 min, 4 °C)

Cent. 2.500 g
(15 min, 4 °C)

Cent. 2.500 g
(15 min, 4 °C)

Cent. 2.500 g
(15 min, 4 °C)

Conservacion
de la muestra

8-25 °C (2-4 h);
-20°C (1 m);
-70°C (>3 m, <1 a)
8-25 °C (2-4 h);
-70°C (>3 m)

8-25 °C (2-4 h);
-20°C (1 m);
-70°C (>3 m, <1 a)
8-25 °C (6 h);
-20°C (1 m);
-70°C (>3 m, <1 a)
2-8°C (2-4 h);
-20°C (1 m);
-70°C (>3 m, <1 a)
20-25 °C (6 h);
-20°C (1 m);
-70°C (>3 m, <1 a)
8-25 °C (2-4 h);
-20 °C (1 mdy;
-70°C (>3 m, <1 a)
2-8°C (2-4 h);
-20°C (1 m);
-70°C (>3 m, <1 a)
8-25 °C (6 h);

-20 °C (1 m);
-70°C (>3 m, <1 a)
8-25 °C (6 h);
-20°C (1 m);
-70°C (>3 m, <1 a)
8-25 °C (6 h);

-20 °C (1 m);
-70°C (>3 m, <1 a)
8-25 °C (6 h);
-20°C (1 m);
-70°C (>3 m, <1 a)
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Condiciones preanaliticas 6ptimas para magnitudes hemostaticas (continuacion)

Magnitud Preparacion Tubo primario Transporte y conservacion |Muestra 'Método de obtenciéon Conservacion
del paciente del espécimen de la muestra de la muestra
17. Factor XIII Rep. Cit. Na 8-25°C (<4 h) PPP Cent. 2.500 g 8-25 °C (6 h);
(15 min, 4 °C) -20 °C (1 m);
-70°C (>3 m, <1 a)
18. Factor Fletcher (prekalicreina) Rep. Cit. Na 8-25°C (<4 h) PPP Cent. 2.500 g 8-25 °C (6 h);
(15 min, 4 °C) -20°C (1 m);
-70°C (>3 m, <1 a)
19. Factor Fitzgerald Rep. Cit. Na 8-25 °C (<4 h) PPP Cent. 2.500 g 8-25°C (6 h);
(factor Flujeauc, Williams, (15 min, 4 °C) -20°C (1 m);
cininégeno alto peso molecular) -70°C (>3 m, <1 a)
20. Inhibidores adquiridos Rep. Cit. Na 8-25°C (<4 h) PPP Cent. 2.500 g 8-25°C (6 h);
(factores de la coagulacion) (15 min, 4 °C) -20°C (1 m);
-70°C (>3 m, <1 a)
21. Titulacion Bethesda anticuerpos = Rep. Cit. Na 8-25 °C (<4 h) PPP Cent. 2.500 g 8-25°C (6 h);
FVIIl'y FIX (15 min, 4 °C) -20 °C (1 m);
-70°C (>3 m, <1 a)
22. Titulacién anti-FVIII porcino Rep. Cit. Na 8-25 °C (<4 h) PPP Cent. 2.500 g 8-25 °C (6 h);
(15 min, 4 °C) -20°C (1 m);
-70°C (>3 m, <1 a)
23. Titulacion anti-FXa (heparinemia) = Rep. Cit. Na 8-25 °C (<4 h) PPP Cent. 2.500 g 8-25°C (6 h);
(15 min, 4 °C) -20°C (1 m);
-70°C (>3 m, <1 a)
24. Productos de degradacion Rep. Tromb. + EACA 8-25 °C (<4 h) Suero Cent. 2.500 g 8-25°C (6 h);
del fibrinbgeno/fibrina (PDF) (15 min, 4 °C) -20°C (1 m);
-70°C (>3 m, <1 a)
25. Dimero D (D-D) Rep. Cit. Na 8-25 °C (<4 h) PPP Cent. 2.500 g 8-25 °C (6 h);
(15 min, 4 °C) -20 °C (1 m);
-70°C (>3 m, <1 a)
26. Monomeros de fibrina soluble Cit. Na 8-25°C (<4 h) PPP Cent. 2.500 g 20-25 °C (2 h);
(15 min, 4 °C) 2-8°C (4 h)
27. Fibrinopéptido A Cit. Na+ AP 8-25°C (<4 h) PPP Cent. 2.500 g 8-25°C (6 h);
(15 min, 4 °C) -20°C (1 m);
-70°C (>3 m, <1 a)
28. Complejos trombina- Rep. Cit. Na 8-25 °C (<4 h) PPP Cent. 2.500 g 8-25°C (6 h);
antitrombina (TAT) (15 min, 4 °C) -20°C (1 m);

-70°C (>3 m, <1 a)
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Condiciones preanaliticas 6ptimas para magnitudes hemostaticas (continuacion)

Magnitud Preparacion Tubo primario Transporte y conservacion 'Muestra Método de obtenciéon | Conservacion

del paciente del espécimen de la muestra de la muestra

29. Fragmento 1+2 de la protrombina Rep. Cit. Na 8-25 °C (<4 h) PPP Cent. 2.500 g 8-25 °C (2-4 h);
(15 min, 4 °C) -20°C (1 m);

-70°C (>3 m, <1 a)

11l. FIBRINOLISIS
1. Lisis de euglobulinas Rep. Cit. Na 2-8 °C (<4 h) PPP Cent. 2.500 g 2-8°C (<4 h)
(test de von Kaulla) (15 min, 4 °C)
2. Plasminogeno Rep. Cit. Na 2-8 °C (<4 h) PPP Cent. 2.500 g 2-8 °C (<4 h);
(15 min, 4 °C) -20 °C (7 d);
-70°C (>3 m, <1 a)
3. Activador tisular plasminégeno Rep. Cit. Na acidific. <8 °C (<2 h) PPP Cent. 2.500 g 2-8 °C (<2 h);
(t-PA) Bafo de agua helada (15 min, 4 °C) -20°C (1 m);
-70°C (>3 m, <1 a)
4. Activador plasmindgeno tipo Rep. Cit. Na acidific. <8 °C (<2 h) PPP Cent. 2.500 g 2-8 °C (<2 h);
urocinasa (u-PA) Bafo de agua helada (15 min, 4 °C) -20°C (1 m);
-70°C (3-6 m)
5. Complejos plasmina-antiplasmina = Rep. Cit. Na <8 °C (<2 h) PPP Cent. 2.500 g 2-8 °C (<2 h);
(complejos PAP) Bafo de agua helada (15 min, 4 °C) -20°C (1 m);
-70°C (3-6 m)
IV. INHIBIDORES DE LA COAGULACION Y FIBRINOLISIS
1. Antitrombina (AT) Rep. Cit. Na 8-25°C (<4 h) PPP Cent. 2.500 g 20-25 °C (7 d);
(15 min, 4 °C) -20°C (1 m);
-70°C (>3 m, <1 a)
2. Proteina C (PC) Rep. Cit. Na 8-25 °C (<4 h) PPP Cent. 2.500 g 8-25 °C (2-4 h);
(15 min, 4 °C) -20°C (1 m);
-70°C (>3 m, <1 a)
3. Proteina S (PS) Rep. Cit. Na 8-25°C (<4 h) PPP Cent. 2.500 g 8-25 °C (2-4 h);
(15 min, 4 °C) -20°C (1 m);
-70°C (>3 m, <1 a)
4. Proteina S (PS: Ag, total y libre) Rep. Cit. Na 8-25 °C (<4 h) PPP Cent. 2.500 g 8-25 °C (2-4 h);
(15 min, 4 °C) -20°C (1 m);

-70°C (>3 m, <1 a)
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Condiciones preanaliticas 6ptimas para magnitudes hemostaticas (continuacion)

Magnitud Preparacion Tubo primario Transporte y conservacion Muestra Método de obtencion Conservacion
del paciente del espécimen de la muestra de la muestra
5. Alfa-2-antiplasmina Rep. Cit. Na 8-25°C (<4 h) PPP Cent. 2.500 g 8-25 °C (2-4 h);
(15 min, 4 °C) -20 °C (1 m);
-70°C (>3 m, <1 a)
6. Inhibidor del activador tisular Rep. Cit. Na + 8-25 °C (<4 h) PPP Cent. 2.500 g 8-25 °C (2-4 h);
del plasminégeno tipo 1 (PAI-1) inh. Pt. (15 min, 4 °C) -20 °C (1 m);
-70°C (>3 m, <1 a)
7. Cofactor Il de la heparina Rep. Cit. Na <8°C (<2 h) PPP Cent. 2.500 g 2-8 °C (<2 h);
Barno de agua helada (15 min, 4 °C) -20 °C (1 m);
-70°C (>3 m, <1 a)
8. Trombomodulina (TM) Rep. Cit. Na <8 °C (<2 h) PPP Cent. 2.500 g 8-25 °C (2-4 h);
Barfo de agua helada (15 min, 4 °C) -20 °C (1 m);

-70°C (>3 m, <1 a)

Claves y notas

h: horas; d: dias; s: semanas; m: meses; a: afio; Rep.; reposo; Ayun.: ayunas; Cit. Na: citrato trisédico; Cit. Na + inh. Pt.: citrato trisédico con inhibidores de funcién plaquetaria; Cit. Na + AP: citra-
to trisédico con antiproteasas; PRP: plasma rico en plaquetas; PPP: plasma pobre en plaquetas; Pt. L.: plaquetas lavadas; Conc. Pt.: concentrado de plaquetas; Sangre SA: sangre total sin anti-
coagulante.

El espécimen para todas las magnitudes es sangre a excepcion del tiempo de hemorragia (TH) que no utiliza espécimen propiamente dicho y se realiza in vivo.

El método de obtencién del espécimen es puncion venosa para todas las magnitudes, excepto el TH y el INR en sangre capilar (esta Ultima se realiza por puncion capilar).
Asimismo, se pueden determinar magnitudes hemostaticas en lactantes mediante puncién capilar.

(a) Si se sospecha pseudotrombopenia, se debe hacer un recuento plaquetario en sangre Cit. Na.

(b) La congelacion de PPP para INR conduce a opalescencia con determinados reactivos tras su descongelacion.

Esta tabla ha sido tomada de: Batlle J, Lépez Fernandez MF. Manual de obtencion, transporte y conservacion de muestras biolégicas en Hematologia y Hemoterapia. AEHH-SETH 2003.
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Estabilidad de ciertas magnitudes hemostaticas segun algunos estudios

I. HEMOSTASIA PRIMARIA

Magnitud Estabilidad del espécimen  Estabilidad en la muestra Comentario Referencia
a temperatura ambiente
-20°C 4-8 °C 20-25 °C
1. Recuento plaquetario y frotis 7 dias 4 dias 31, 50, 51
1l. COAGULACION
1. Tiempo de protrombina (TP) 4 horas-1 dia 1 mes 8 horas-1dia 4 horas-1 dia Dependiente del tipo de reactivo = 31, 40, 48
2. Tiempo de tromboplastina parcial 8-12 horas 1 mes 2-8 horas 2-8 horas Estabilidad reducida en plasma 21, 31, 40,
activado (TTPA, tiempo de cefalina) heparinizado 46
3. Tiempo de trombina (TT) 1-4 horas 1 mes 1 hora- 1-4 horas Estabilidad dependiente de 21,23, 31,
2 dias reactivo y contenido de heparina =~ 40
4. Tiempo de reptilase (TR) 1 mes 4 horas 4 horas 31, 49
5. Fibrinégeno 8 horas 1 mes 1-7 dias 1-7 dias 31
6. Factor Il 1 mes 6 horas 40
7. Factor V 1 mes 2 dias 1 dia Centrifugacién a 4 °C 21,31, 40
8. Factor VII Inestable 6 horas 40
9. Factor VIII 2 semanas 4 horas 3 horas Centrifugacion a 4 °C 21,31, 40
10. Factor IX 1 mes 6 horas 40
11. Factor X 1 mes Inestable 6 horas 41
12. Factor XI Inestable 6 horas 40
13. Factor Xl Inestable 6 horas 40
14. Factor XllI 1 mes 4 horas 40
15. Productos de degradacion Inestable 1 mes 1 dia 3 horas Precisa 10 U trombina + 150 KIU = 36, 40, 44
del fibrinbgeno/fibrina (PDF) kallikrei. Aprotinina o inhibidor
tripsina de soja
16. Dimero D (D-D) 24 horas 6 meses 4 dias 8 horas 40, 42, 43
17. Mondémeros de fibrina soluble 24 horas 3 meses 1 dia 2 horas 40, 45
18. Fibrinopéptido A 2 horas 40
11l. INHIBIDORES DE LA COAGULACION Y FIBRINOLISIS
1. Antitrombina (AT) 8 horas 1 mes 2 semanas 7 dias 31
2. Proteina C (PC) 1 mes 7 dias 7 dias 31, 47
3. Proteina S (PS) 4 horas 4 horas 4 horas 31, 40, 42

Esta tabla ha sido tomada de: Batlle J, Lopez Fernandez MF. Manual de obtencién, transporte y conservacion de muestras biolégicas en Hematologia y Hemoterapia. AEHH-SETH 2003.
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Sin embargo, si el procedimiento de la obtencion de la muestra representara una afec-
tacion de la integridad corporal de tal entidad que pudiera poner en peligro la salud del
sujeto, no se podria justificar su empleo en aras de la investigacion cientifica, ni tan si-
quiera con el consentimiento del sujeto, aunque no debe descartarse como finalidad
secundaria o residual.

En ocasiones, por ejemplo, dentro de ensayos clinicos, se propone la obtencion de
muestras —en algunos casos mediante biopsias— con una frecuencia que es mayor de
la habitual para el seguimiento y el control de un paciente normal. En esos casos, los
Comités Eticos de Investigacion Clinica deben valorar los riesgos que supone la obten-
cién de muestras adicionales y cuando se considera que esta justificada, asi como ase-
gurar que la informacion que recibe el paciente sea completa y que incluye la explica-
cién de dicha toma de muestras con mas frecuencia de la imprescindible.

Si el procedimiento de obtencidon no afectase de este modo a la integridad corporal,
se debe mantener la posibilidad de donacién con la finalidad de investigacién cientifi-
cay, a este respecto, sera preciso valorar los riesgos de dicha operacién (una extrac-
cién de sangre, por ejemplo, seria una intervencion aceptable a estos efectos).

En el caso de los fallecidos, la finalidad de investigacion cientifica justifica la obten-
cion de érganos, tejidos y otras partes del cuerpo que, ademas, se presupone con-
sentida por el sujeto en vida, postura que se ha mantenido en la legislacion espafola
(articulo 5.2 de la Ley de extraccidn y trasplante de 6rganos: “La extraccién de érga-
nos u otras piezas anatémicas de fallecidos podra realizarse con fines terapéuticos o
cientificos, en el caso de que éstos no hubieran dejado constancia expresa de su opo-
sicién”; y articulo 8 del Real Decreto 411/1996). Esta justificacion o presuncién se re-
fiere a la utilizacion de las muestras y no de los datos, por lo cual la muestra ha de ser
anonima.

2.3. La gratuidad de la donacién

Como propiedad de una persona, las muestras biolégicas pueden ser objeto de con-
tratos. Sin embargo, por determinados criterios cabe imponer limitaciones a los mis-
mos en funcién de su origen humano y de la diferencia entre unas partes del cuerpo y
otras.

De su origen humano deriva que se deban tener en cuenta la incidencia en el de-
recho a la integridad (si es que se ha de proceder a la separacion del cuerpo), asi como
el respeto a la dignidad humana (en el que incide la finalidad del contrato y que podria
vulnerarse incluso si por motivos espurios el titular se perjudicara a si mismo) y a la
autodeterminaciéon (puesto que se ha de poder decidir sobre el destino y uso de
la muestra).

Estas razones justifican la exclusién de los érganos y tejidos no regenerables de los
negocios juridicos onerosos, o bien de los regenerables cuya obtencién requiera un
procedimiento invasivo, en tanto en uno y otro caso se produce un menoscabo para la
integridad del sujeto.



Pero cabe preguntarse por qué aplicarla a la materia biolégica regenerable cuya se-
paracion del cuerpo no incida en la salud ni represente dafo personal (de hecho, inclu-
so las concepciones mas restrictivas en relacion con el derecho a la disponibilidad del
propio cuerpo han aceptado tradicionalmente que las sustancias corporales sean ob-
jeto de contratos onerosos, como el contrato de lactancia o la venta de cabello). Lo
cierto es que esta materia no parece que deba excluirse del trafico y, por lo tanto, por
ejemplo, el pelo podria venderse como se venden las cosas de titularidad privada. Por
este mismo criterio, también podria defenderse que fueran objeto de negocio las sus-
tancias de desecho (como la placenta), los tumores extraidos en una operacién, las
muestras obtenidas para analisis o los gametos masculinos (la obtencion de évulos re-
quiere procedimientos invasivos para su obtencion y tratamientos previos con posibles
incidencias en la salud de la muijer).

No obstante, el comercio de la materia humana se debe restringir por otros criterios
para evitar desviaciones en su uso de las que deriven riesgos potenciales de distinta
indole, como pudiera ser la desigualdad o discriminacion en el acceso a los tratamien-
tos médicos derivada de la diferencia de recursos. Asi, cuando la obtencion de esta
materia se dirija a satisfacer intereses no comerciales o el ejercicio de derechos funda-
mentales, no se debe introducir en el comercio. Por el contrario, cuando este uso no
responda a estos intereses, no existira inconveniente en calificarla como objeto de ne-
gocio juridico siempre, claro esta, que se trate de materia regenerable. En definitiva,
soélo si se pretende utilizar material biolégico regenerable obtenido sin procedimientos
que representen riesgos para la salud, con fines cosméticos o industriales, el titular po-
dra venderlo (o sacar algun tipo de provecho econémico de su donacién, como parti-
cipar en la explotacién comercial de una patente registrada a partir de las investigacio-
nes con su ADN). Si la finalidad es terapéutica, de investigacion cientifica o de repro-
duccién humana, el titular no podra vender el objeto de su propiedad.

En consonancia con este razonamiento, la transmision de la propiedad de érganos,
tejidos y células destinados meramente a la investigacion cientifica ha de ser gratuita,
sin perjuicio de que suele admitirse una compensacion econémica por los gastos o mo-
lestias sufridas. Tampoco podra cobrarse una contraprestacion cuando se cedan las
muestras a otros investigadores, lo que no impide que el profesional que cede la mues-
tra pueda exigir el pago de los gastos de transporte y conservacion de la muestra.

3. PREPARACION DE LAS MUESTRAS

3.1. Procedimientos técnicos para la preparacion de las muestras
3.1.A. Tejidos y tumores

A.1. Para cualquier tipo de muestra

¢ Se aconseja el uso de guantes estériles a lo largo de todo el proceso para evitar la con-

taminacion de la muestra por manipulacion y para minimizar el riesgo de infeccion cau-
sado por la misma, ya que no siempre se conocera su capacidad infecto-contagiosa.
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¢ Si se dispone de una camara de flujo laminar, se debe llevar a cabo el procesamien-
to de la muestra en la misma para mantener la deseada esterilidad.

e Se debe utilizar una base limpia para el manejo de las muestras (por ejemplo, pa-
pel de filtro desechable).

¢ Asimismo, en el caso de muestras sélidas, es recomendable tomar improntas y/o
extensiones sobre portaobjetos de cada muestra, algunos de los cuales se pueden
fijar en alcohol o acetona y almacenar para su uso en diferentes estudios, o bien te-
fir para un control rapido de la calidad del tejido/muestra seleccionada para el ar-
chivo.

¢ Se recomienda el uso de cuchillas de bisturi desechables y nuevas, tijeras bien afi-
ladas y limpias, asi como pinzas en las mejores condiciones, preferentemente es-
terilizadas. Ademas, este material se debe cambiar tras cada muestra, incluso en-
tre la muestra de tejido normal y tumoral de un mismo paciente. En caso de que se
utilice una misma pieza del instrumental para ambas, resulta aconsejable realizar
primero la toma de tejido normal.

¢ | a toma de los fragmentos tisulares se hara en las areas donde no se sospeche
la existencia de fendbmenos de necrosis o isquemia que redunden en una pobre
preservacion.

A.2. Para muestras especificas

Tomando como modelo de tumor sélido infantil el neuroblastoma, se presentan
las siguientes recomendaciones técnicas generales en el manejo del material ti-
sular.

A.2.1. Consideraciones generales

El tumor debe ser remitido desde el quiréfano al laboratorio de Anatomia Patologi-
ca en condiciones estériles lo mas pronto posible.

El manejo y el tallado del tumor siempre han de ser realizados por el patélogo. De for-
ma ideal, se debe extraer material de dos areas macroscoépicas diferentes para los es-
tudios biolégicos y de patologia molecular.

Esta recomendacion es especialmente interesante en el caso de que existan nédu-
los macroscoépicos, como es el caso del ganglioneuroblastoma nodular, en el que la he-
terogeneidad de los mismos tiene impacto pronéstico.

A.2.2. Consideraciones especificas

1) Material de resecciones completas:

- En el caso de una reseccién completa del tumor, se debe seccionar la neo-
plasia a lo largo del diametro maximo, tomando dos secciones de dos areas
morfolégicamente diferentes (1 cm x 1 cm x 1 cm). Asimismo, se identifican
estas secciones con letras mayusculas (A y B, por ejemplo). A su vez, cada
una de estas secciones se fragmenta en cuatro partes: A1, A2, A3, A4, B1, B2,
B3, B4.



- En las muestras A1 y B1 se realizan diez improntas citolégicas que se fijan al aire
y se congelan a -20 °C para estudios de hibridacién in situ con fluorescencia
(FISH) y citometria estatica. Posteriormente, estos dos fragmentos se fijan en for-
maldehido con objeto de efectuar su estudio histopatolégico y el recuento celu-
lar para establecer el porcentaje de células tumorales, células normales, focos de
necrosis o calcificacién, etc., informacioén que es fundamental para la interpreta-
cién de los estudios bioldgicos.

- Las muestras A2, A3, B2 y B3 se congelan con nitrégeno liquido y se almacenan
a -70 °C. Antes de usar estas secciones para estudios bioldgicos, se deben rea-
lizar cortes por congelacion a fin de establecer el recuento celular.

- Las muestras A4 y B4 se introducen en medio de cultivo RPMI 1640 con el obje-
tivo de preparar suspensiones celulares que pueden servir para el cariotipado
convencional y estudios de MYCN y del 1p en preparados celulares de citocen-
trifuga. En estos casos, también es necesario conocer el porcentaje de células
tumorales, por ejemplo, mediante la técnica inmunohistoquimica de marcaje con
GD2, NB84 o tirosin-hidroxilasa.

- El resto del espécimen quirdrgico sera incluido para su estudio histolégico con-
vencional, con un analisis exhaustivo de las areas centrales y periféricas del tu-
mor, asi como de los margenes quirdrgicos de refeccion.

2) Material tumoral de neoplasias irresecables:

- Biopsias a cielo abierto: en estos casos, el cirujano debe obtener material de
dos areas diferentes del tumor. Si el espécimen es mayor de 1 cm?®, se secciona-
ra en cuatro partes que se procesaran siguiendo el modelo explicado en el apar-
tado anterior. Si el material obtenido es mas pequefo, se intentara dividir en tres
fragmentos: uno para improntas y estudio histoldgico, otro para ser congelado,
y el tercero para incluirlo en medio RPMI 1640.

Biopsias tru-cut: preferentemente, se deben obtener cuatro fragmentos de
areas tumorales diferentes. El tamafo de la aguja recomendado es de 18 G. El
patdlogo deberia estar presente junto al radidlogo para evaluar la calidad del
material obtenido y realizar un recuento celular del material utilizado para estu-
dios biologicos.

Los especimenes deben medir 1 cm de longitud y tener un grosor como mi-
nimo de 0,1 cm. El procedimiento ideal para evitar artefactos consiste en co-
locar la aguja en un tubo con medio RPMI 1640, Hanks o PBS y agitar hasta
que el cilindro sea liberado hacia el medio. Para evaluar la calidad del mate-
rial y establecer el porcentaje celular, seria ideal que la biopsia por tru-cut es-
tuviera precedida por una punciéon mediante aspiracién con aguja fina (PAAF)
de la zona. En el caso de obtener cuatro fragmentos, dos de ellos se fijan en
formol al 4% y se incluyen en parafina para su estudio histolégico e inmuno-
histoquimico. Los dos fragmentos restantes se congelan a -70 °C después
de ser embebidos en un medio soluble tipo OCT para realizar secciones con-
geladas.

Otro método alternativo es dividir cada fragmento en dos partes iguales: una
de las cuales se fija en formol y la otra se congela. Las improntas citolégicas
se pueden realizar directamente del material congelado, seguidas de un corte
por congelacion para establecer la calidad del material y el recuento celular.
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- PAAF: en general, se recomienda realizar dos punciones separadas con un ta-
mafo de aguja de 0,6-0,7 mm (22-23 gauge). Dependiendo de la cantidad del
aspirado, se colocara una gota en cuatro portaobjetos y, mediante extensio-
nes, se dejaran secar al aire. La aguja y el resto del aspirado se introduciran en
un tubo con 1 mL de PBS y la suspension obtenida se introducira en un vial Ep-
pendorf. Una extension de cada aspirado se tefiira con Diff-Quick para una eva-
luacion rapida del material obtenido. El resto de las extensiones se utilizaran
para inmunocitologia, FISH y citometria estatica. Se deberia analizar, morfolé-
gicamente o inmunocitoquimicamente, una extensién de cada aspirado para el
estudio del recuento celular. Las suspensiones celulares se utilizaran para ci-
tometria de flujo, cultivo, citogenética, o bien para obtener preparados de cito-
centrifuga que, una vez secados al aire, se congelaran para futuros analisis bio-
l6gicos.

3.1.B. ADN y ARN

Para estudios moleculares en Biomedicina se puede utilizar tanto el ADN como el
ARN, pero hay que saber en cada momento cual de estas moléculas es la necesaria
para una investigacién determinada. Por ello y con respecto al ADN, conviene recor-
dar que hay dos tipos de mutaciones: las mutaciones germinales, que estan en to-
das las células y se transmiten a la generacion siguiente, y las mutaciones somati-
cas que no se transmiten y que suelen aparecer de novo en un individuo y en algun
tipo celular del mismo. De ahi que sea importante conocer, en cada caso, no sélo
cual es la molécula de eleccidn, sino también cual es la muestra mas adecuada para
obtener esa molécula. Sin embargo, se dispone hasta la fecha de poca informacién
para los investigadores en este campo. Ademas, hoy en dia, en la mayoria de los ana-
lisis se parte de la PCR o de la reaccién en cadena de la polimerasa, capaz de am-
plificar el ADN de una sola célula. Esta extraordinaria sensibilidad introduce un ries-
go de contaminacién por otra muestra de otra procedencia, por lo que es necesario
de forma general una esterilidad rigurosa y un cuidado exquisito en la manipulacién
de las mismas.

B.1. ADN
B.1.1. Muestras a partir de las cuales se realiza la extraccion de ADN

Todos los siguientes tipos de muestras —entre otros— pueden servir para el estudio
del ADN. La relacién incluye los mas frecuentemente utilizados:

1) Sangre periférica: las mas empleadas son las células nucleadas de la sangre
para extraer el ADN gendmico, ya que son las de mas facil acceso y proporcionan
un ADN abundante y de alta calidad. De preferencia, la sangre ha de ser total, sin
haber separado sus componentes, y sin coagular, lo que se consigue colocandola
en tubos con el anticoagulante EDTA (acido etilendiaminotetracético). EI EDTA actua
evitando la coagulaciéon y quelando los iones calcio, lo cual previene la accion de las
endonucleasas del ADN dependientes del calcio. Sin embargo, otros anticoagulan-
tes, como la heparina o el acido citrico, pueden producir también resultados acep-



tables. Se han de sacar aproximadamente 10 mL de sangre total periférica del bra-
zo en uno o dos tubos con anticoagulante EDTA. La cantidad suele ser menor si se
trata de un nifio pequefio. En realidad, la cantidad necesaria de ADN para realizar
estudios genéticos es muy pequefia y con sélo unos pocos microgramos se pueden
realizar multitud de estudios, tales como estudios de secuenciacion, de microsa-
télites, de polimorfismos de cambios de una sola base (SNPs), y hasta estudios de
genes por Southern. Pero, si lo que se quiere es dejar ADN en un banco para pos-
teriores estudios, se debe recomendar extraer los 10 mL como la cantidad minima
requerida. El paciente o donante no tiene que estar en ayunas y no necesita ningin
tratamiento previo. Por Ultimo, se debe etiquetar perfectamente el tubo de sangre e
identificarlo preferentemente con el cédigo que, en cada caso, se establezca en cada
laboratorio o biobanco.

Una alternativa a la sangre fresca es la extraccién de ADN de células sanguineas
a partir de sangre seca conservada en las llamadas Guthrie Cards. Desde hace mas
de diez afios, este tipo de muestras se han utilizado sobre todo en los estudios de
cribado neonatal. Las manchas de sangre seca contienen un ADN muy estable en
el tiempo, de facil manejo, transporte a temperatura ambiente y obtencién; asimis-
mo, salvo los problemas éticos derivados del consentimiento informado —que no
son objeto de este capitulo—, hoy en dia sirven para numerosos estudios epidemio-
l6gicos.

2) Células epiteliales bucales: otra fuente de extraccién de ADN son las células epi-
teliales bucales mediante raspado del interior de la boca o el centrifugado de un enjua-
gue bucal. Diversos sistemas se han propuesto para recuperar las células epiteliales
bucales, ya que se usan cada vez mas debido a la no invasividad de la toma de la mues-
tra. Entre ellos, el enjuague bucal parece que asegura una mayor cantidad, calidad y
estabilidad del ADN, incluso si éste se extrae cinco dias después del enjuague. Se ha
demostrado, asimismo, que se obtiene mucha mayor cantidad de ADN si el enjuague
se hace antes de lavarse los dientes.

3) Raices de cabello: por la misma razén anteriormente expuesta de no utilizar téc-
nicas invasoras, también se pueden utilizar raices de cabello, que se extraen median-
te un simple tiron, para obtener ADN gendmico completo. Los cabellos se colocan en
sobres vacios bien etiquetados y se pueden mantener de esta forma durante casi una
semana hasta la extraccion del ADN.

En estos Ultimos casos, la cantidad de ADN extraida podria ser insuficiente para al-
gunos analisis (como los analisis por Southern Blot), aunque los estudios por reaccién
en cadena de la polimerasa (PCR) y los analisis de SNPs dan solucién a muchos de es-
tos problemas.

4) Biopsia de tejido: sélo en el caso de querer estudiar mutaciones somaticas
en las que un solo tejido esta alterado, es necesario extraer el ADN gendémico del
propio tejido afectado (por ejemplo, en algunos tumores), puesto que en sangre to-
tal no se detectaria la mutacién. Este es el caso también de los aspirados de mé-
dula 6sea utilizados en Hematologia. Lo ideal es que el tejido llegue al laboratorio
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en fresco (por ejemplo, directamente del quiréfano en el caso de la extraccién de
un tumor) y se procese de inmediato, o se congele para su conservacién hasta la
extraccion, bien a -70 °C, bien directamente sumergiéndolo en nitrégeno liquido.
El cirujano sélo tiene que sumergir un minimo fragmento de tejido —si éste es soli-
do- en un tubo estéril que contiene una solucién de suero salino fisiolégico y en-
viarlo de inmediato al laboratorio. Una descripcién detallada de cada técnica de
extraccion para cada tejido supera el propdsito de este capitulo. Pero también se
consigue aislar ADN de manera satisfactoria a partir de especimenes patoldgicos
histéricos conservados en parafina, asi como de muestras en formol, y hasta de
aquellas momificadas para estudios antropoldgicos. La calidad del ADN que se ob-
tiene, en estos casos, de los tejidos depende de la edad del tejido y de las condi-
ciones de conservacion. Con frecuencia el ADN de muestras de tejidos esta par-
cialmente degradado y tiene un peso molecular menor que el del ADN extraido de
la sangre. Sin embargo, una vez mas, los estudios de SNPs y otros por PCR estan
dando solucién a estos problemas.

5) Vellosidades coriales: la biopsia de las vellosidades coriales, al ser de ori-
gen fetal, es la mejor fuente de ADN de un feto y se suelen utilizar para el diag-
noéstico prenatal. La extraccion de vellosidades coriales la realizan los ginecélo-
gos con la ayuda guiada por ecografia. La madre gestante no necesita ninguna
preparacion especial ni tiene que estar en ayunas. La muestra extraida, tanto trans-
cervicalmente como por aspiracion transabdominal, se coloca inmediatamente en
un tubo estéril que contiene una solucion de suero salino fisioldgico. Por tener que
atravesar tejidos maternos, puede haber células maternas contaminantes, por lo
que hay que limpiarla concienzudamente bajo un microscopio binocular de bajo
aumento.

6) Liquido amniético: también se pueden utilizar para el diagnéstico prenatal las
células contenidas en el liquido amnidtico extraido por medio de una amniocentesis
0 puncién transabdominal ecoguiada. Como las células no son abundantes, se sue-
len cultivar, lo que enlentece el estudio prenatal; de ahi deriva su menor uso. Pero
para segun qué diagndésticos o usos de investigacidn, nuevamente las técnicas de
PCR y de SNPs solventan este problema.

B.1.2. Preparacion-extraccion del ADN

Como existe una gran variedad de fuentes a partir de las cuales se puede obtener
ADN, se han desarrollado protocolos muy diversos que se pueden llevar a cabo me-
diante sistemas automaticos o manuales. Las técnicas de extraccién de acidos nuclei-
cos son relativamente sencillas y, basicamente, las mismas para todo tipo de células.
En todos los casos, el objetivo es obtener la maxima cantidad de ADN y de 6ptima ca-
lidad y pureza.

Asi, todo protocolo:

¢ En primer lugar, empieza por romper o lisar las células, ya sea por métodos meca-
nicos o quimicos.



e Posteriormente, se incuban las células con una proteinasa para extraer las protei-
nas del ADN.

¢ A continuacioén, se separan el ADN y el ARN del resto de los constituyentes de la
célula, utilizando bien una mezcla con fenol, bien una solucion salina sobresatu-
rada. La forma de extraccion mas habitual es mediante el sistema llamado de
precipitacion con fenol-cloroformo, donde los acidos nucleicos se distinguen de
las restantes sustancias bioquimicas que no se disuelven en fenol. Por este mo-
tivo, tras una centrifugacion, el fenol se separa de la fase acuosa; las proteinas
y las grasas permanecen en el fenol, y el ADN y el ARN en la fase acuosa. Los
restos de fenol se eliminan con cloroformo, porque el fenol se disuelve en el clo-
roformo, mientras que los acidos nucleicos permanecen en la fase acuosa.

¢ Finalmente, una vez conseguida una solucién relativamente pura de acidos nuclei-
cos, la adicién de sal y etanol frio hasta elevar la concentracion de etanol al 66%
hara que el ADN se vuelva insoluble y precipite. El ADN gendmico tiene tal peso
molecular que ese precipitado es visible, semejante a un trozo de algodén (si hay
suficiente material), y puede ser extraido facilmente de la solucién con un gancho
de vidrio y disuelto de nuevo en una disolucion de agua y acido etilendiaminotetra-
cético (EDTA), listo para su analisis o conservacion.

Las fuentes a partir de las cuales se obtiene ADN son:

1) Sangre periférica: los leucocitos representan la mayor fuente de ADN para los es-
tudios de rutina en medicina. Los nucleos de los leucocitos se extraen mediante cen-
trifugacion y tan sélo es necesario evitar toda destruccion enzimatica o mecanica de
los mismos.

A partir de 10 mL a 30 mL de sangre recogidos en anticoagulante, preferentemen-
te EDTA, se obtienen algunos cientos de microgramos de ADN en forma de fragmen-
tos de una talla superior a 20 kb, los cuales son suficientes tanto en cantidad como
en calidad para realizar muchos y diversos estudios a partir de la muestra almacena-
da en el banco.

Ya se ha dicho que para obtener buenos resultados lo ideal es que la sangre se pro-
cese en las 24 horas siguientes a la extraccién. Pero, en el caso de que la muestra lle-
gue congelada para la extraccién del ADN, es primordial que la descongelacién se rea-
lice justo antes de que se vaya a comenzar con la extraccion. En ambos casos, se ha
de lavar la sangre completa previamente con una solucién salina de suero fisiolégico
y, mediante centrifugaciones sucesivas, se va recogiendo el botén celular. Posterior-
mente, esa masa celular se mezcla vigorosamente con una solucién hipoténica (nor-
malmente agua destilada) para producir la lisis de los eritrocitos, y los leucocitos se re-
cuperan nuevamente por centrifugacion.

En este punto del proceso, nuevamente y si es necesario, se pueden congelar los leu-
cocitos sin ningun problema a -20 °C hasta poder seguir con el proceso.

A continuacion (o descongelando previamente el botén celular a temperatura am-
biente), se afiade un tampdn de lisis de leucocitos, SDS (dodecil sulfato de sodio al
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10% P/V, que es un detergente) y una solucién de proteinasa K, y se incuba durante
toda la noche a 37 °C. La proteinasa K es una proteinasa muy activa que libera el ADN
nuclear al medio y digiere las proteinas que estaban asociadas a él. Posteriormente,
el ADN se somete a una serie de extracciones que ya se han comentado (fenol-cloro-
formo V/V) y se precipita con alcohol etilico frio (-20 °C).

Trabajando en las cantidades indicadas, el ADN precipita en forma de filamentos vi-
sibles a simple vista, que se recuperan con una pipeta Pasteur con el extremo en for-
ma de ganchillo o con asas de siembra microbiolégicas. A partir de este momento, el
ADN ha de disolverse de nuevo en una solucion amortiguadora de TE (trishidroximeti-
laminometano: 2 mol/L; EDTA: 0,25 mol/L; pH: 7,5), manteniendo la mezcla en agita-
cioén suave, a 37 °C durante dos horas. A continuacion, se observa si la muestra esta
bien disuelta y, si no lo esta, se mantiene a temperatura ambiente un dia o dos mas. Fi-
nalmente, el ADN disuelto se cuantifica y se realizan las técnicas analiticas correspon-
dientes o se conserva directamente en el banco a -70 6 -80 °C.

Otra posibilidad de extraccion, menos utilizada porque deja mas impurezas, pero tam-
bién menos contaminante y mas sencilla, consiste en suprimir la etapa fendlica. En este
protocolo, la eliminacién de las proteinas celulares se lleva a cabo mediante la deshi-
dratacion y precipitacion de las mismas con una solucién saturada de cloruro soédico.
Se realiza una emulsién con esa solucién y, tras centrifugar, las proteinas precipitadas
quedan formando un botén en el fondo del tubo, con lo que el sobrenadante que con-
tiene el ADN se transfiere a otro tubo. Finalmente, el ADN se precipita igual que en el
método anterior.

En los ultimos afos, debido al auge que han tomado las técnicas de ADN y a la cada
vez mayor cantidad de extracciones que se realizan, se han comenzado a comerciali-
zar los llamados “robots”, que son aparatos que realizan automaticamente todos es-
tos pasos. Su eficacia se basa en que permiten extraer de la sangre el ADN muy puro
y sélo en unas cuantas horas, asi como tratar numerosas muestras simultaneamente.
En los casos de genotipado masivo y de creacién de nuevos bancos de ADN, es una
opcion rentable, no asi para los laboratorios clinicos hospitalarios pequefios. Entre los
diversos modelos se pueden citar el Applied Biosystems 380A, el Whatman SNAP ex-
traction system y el Gentra Autopure LS, entre otros.

2) Sangre fresca transformada por medio del EBV: si la sangre llega fresca al labo-
ratorio y es de especial interés su conservacion, se pueden transformar los linfocitos —es
decir, hacerlos inmortales— por medio del virus Epstein-Barr, y mantenerlos de este modo
congelados en forma de cultivos hasta la extraccion del ADN. Esto garantiza una fuen-
te inagotable de ADN, lo que es importantisimo en patologias en las que la persona va
a fallecer (estudios para el cancer), en aquellas en las que la patologia molecular es muy
infrecuente (enfermedades raras), o bien para inmortalizar poblaciones enteras. En los
grandes bancos de ADN y en los grandes equipos de investigacidon genémica, ésta ha
de considerarse una practica habitual, no asi en los hospitales o centros pequefios. No
corresponde a este capitulo indicar el protocolo de transformacién celular, aun asi una
vez transformadas las células se congelan habitualmente en su medio de cultivo, el RPMI
con un 30% de suero y un 6-10% de DMSO, y para la extraccion del ADN se descon-



gelan a temperatura ambiente, se centrifugan y el botén celular se trata de la misma for-
ma en que se ha expuesto previamente.

3) Tejido o células en cultivo: los tejidos humanos o animales son una fuente muy
buena de ADN gendmico por su alta densidad celular. Por ejemplo, un gramo de teji-
do hepatico contiene aproximadamente 10° células cuando, para obtener un nimero
equivalente de células nucleadas sanguineas, se requeriria aproximadamente un litro
de sangre. Sin embargo, presentan el inconveniente de la facilidad de degradacion de
los acidos nucleicos, lo que se soluciona procesandolos tan pronto como sea posible
tras su recogida, o bien congelandolos de inmediato como ya se ha descrito.

Para la extraccion de ADN de los tejidos, se requieren unos procesos preliminares
para romper el tejido en trozos finos a partir de los cuales las células se pueden lisar y
el ADN queda liberado. Esto se puede realizar, bien picando finamente la muestra, bien
rompiéndola por homogeneizacion, bien aplastandola en un mortero en el caso del te-
jido congelado (con lo que se rompe en trozos pequefios). En todo caso, los trozos se
incuban durante 24 horas con SDS y proteinasa K (al igual que lo indicado para la san-
gre periférica) y, finalmente, el ADN se precipita con el sistema fenol-cloroformo.

Si la muestra es fresca y no muy grande, se puede cultivar. Son numerosos los pro-
tocolos de cultivos celulares existentes, puesto que dependen del tipo de tejido culti-
vado. Generalmente, si se trata de cultivos en “monocapa”, la disgregacion que se ha
de hacer para la extraccion del ADN suele ser a base de tripsina, con lo que se consi-
gue tener las células en suspension y tratarlas a partir de ese momento como en el pun-
to anterior. Con este sistema, se pueden obtener cientos de microgramos de ADN en
funcién del tiempo de cultivo y de lo perecedero del mismo.

Muchos tejidos recogidos a partir de los Departamentos de Patologia estan general-
mente embebidos en parafina. El ADN en estas muestras es estable durante muchos
afos, aunque esta fragmentado. Para trabajar con estas muestras y antes de extraer
el ADN, hay que realizar secciones con un microtomos y, a este material, se le ha de
quitar la parafina mediante un tratamiento con xileno. El resto de la técnica es idéntica
a la descrita para los apartados anteriores. De una biopsia de algunos miligramos, se
recuperan varias docenas de microgramos de ADN. Se puede enriquecer la muestra
mediante un microdisector laser.

Existen publicados numerosos protocolos de variantes de la técnica general que in-
tentan recuperar el ADN lo menos degradado posible. Por ejemplo, se ha descrito una
técnica en la que no hace falta la desparafinacion previa de la muestra y que da resul-
tados bastantes buenos, simplemente modificando el protocolo de extraccién median-
te incubacién con proteinasa K entre 24 horas y cinco dias. La cantidad de ADN que
se obtiene es 6ptima y de un tamafo que puede alcanzar las 5 kb.

Existen en el mercado muy diversos kits de extraccién comercializados que también
facilitan el proceso. Generalmente, se obtiene con ellos una pureza muy buena de ADN,
si bien menor cantidad que con las técnicas manuales, por lo que su uso depende del
tipo de laboratorio y del tipo de material que se esté procesando.
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Las vellosidades coriales utilizadas en el diagnéstico prenatal pueden ser un mate-
rial muy valioso en un banco si el ADN fetal es patolégico —ya que muy probablemen-
te el feto no llegara a nacer—, considerandose un tejido biolégico y, por consiguiente,
todo lo dicho anteriormente sirve para este tipo de muestras con pequefias modifica-
ciones. Cabe sefalar, de todas formas, que en este caso la extraccién del ADN se rea-
liza inicialmente sdélo con el fin de elaborar un diagnéstico prenatal, por lo que se ha de
efectuar siempre de inmediato.

Se colocan las vellosidades en una placa de Petri con un poco de suero fisioldgico vy,
utilizando una lupa, se ha de eliminar la posible contaminacion por tejido materno; a
continuacién, se procede a la homogeneizacién de la muestra de forma mecanica, tal
y como previamente se ha indicado. En el caso de que existan restos hematicos —abun-
dantes si la extraccién de las vellosidades ha sido realizada por via transabdominal- se
han de efectuar una o varias lisis de eritrocitos con el correspondiente tampoén. Es muy
importante insistir en la eliminacion por completo de los posibles restos de contamina-
cién materna, puesto que a la hora de realizar el diagnéstico prenatal podria llevar a
graves errores por la mezcla de ADN fetal y materno.

Posteriormente, se efectua la digestién, como siempre con proteinasa K, pero en una
solucién amortiguadora que contiene urea, NaCl (cloruro sédico), EDTA (acido etilen-
diaminotetraacético), Tris (trishidroximetilaminometano) y SDS (dodecil sulfato de so-
dio), lo que ayuda a la desnaturalizacion y a la digestion de las proteinas. Finalmente,
se realiza la precipitacion del ADN tal y como se ha indicado anteriormente.

4) Células bucales y raices de cabello: en este caso, las muestras han de llegar
frescas al laboratorio o, mas recientemente, se ha descrito una técnica por la que se
recolectan las células en filtros semejantes a las Guthrie Cards. En cualquier caso, son
numerosos los protocolos que existen para una recoleccién éptima de las células y, a
partir de ellas, del ADN. El problema que intentan resolver es la poca cantidad de mues-
tra que, habitualmente, ronda los 0,2-6 microgramos totales obtenidos de ADN. Pero
los mayores avances en este campo se centran Ultimamente, ya no en la extraccion del
ADN que existe realmente, sino en la técnica llamada PEP (primer extension preampli-
fication), que permite amplificar completamente el genoma (WGA) y, de esta forma, par-
tir desde el inicio de una cantidad de ADN mucho mayor pero producida in vitro.

Lo mismo se puede decir en el caso de las raices de cabello. Una raiz fresca contie-
ne aproximadamente de 0,2 a 0,5 microgramos de ADN, que no es una cantidad sufi-
ciente para realizar las técnicas utilizadas en Biologia Molecular, como es el Southern
Blot, pero si adecuada para su uso en la técnica de la PCR (reaccién en cadena de la
polimerasa). De ahi que las técnicas de PEP y de WGA se estén imponiendo en este
campo.

La extraccion del ADN en este caso se realiza introduciendo la raiz de pelo en un tubo
que contenga una solucion amortiguadora y proteinasa K. Para la digestién de las pro-
teinas se ha de calentar la muestra a 60 °C durante 30 minutos. Posteriormente, se hier-
ve durante 20 minutos para desnaturalizar la proteinasa K y se toma una alicuota para
realizar la amplificacion del ADN mediante la PCR o la PEP.



B.2. ARN
B.2.1. Extraccion del ARN

El ARN mensajero se encuentra sélo en aquellos tejidos en los que se expresa; en
consecuencia, si se quiere estudiar como incide una mutacién en la funcionalidad de
una célula, se tendra que acudir al érgano especifico. Por esta razén, se deberia sa-
ber extraer ARN de todo tipo de tejidos aunque muchos genes se expresen también
en sangre periférica.

Hay que tener en cuenta, no obstante, una particularidad muy especial del ARN:
la facilidad de degradacién enzimatica de esta molécula por medio de las ribonu-
cleasas. Las ribonucleasas son enzimas muy estables y activas presentes en multi-
ples sistemas bioldgicos (incluidas bacterias y hongos ambientales) que, por lo ge-
neral, no requieren cofactores. Por lo tanto, las precauciones que han de tomarse a
la hora de extraer una muestra para obtener ARN deben ser extremas. Todo el ma-
terial que entre en contacto con la muestra (tubos, frascos, jeringas, agua, solucio-
nes, etc.) ha de estar libre de RNAsas y completamente esterilizado. Como precau-
cion adicional es bueno, ademas, que los materiales y las soluciones hayan sido tra-
tadas con los inhibidores de las RNAsas, como el dietil pirocarbonato (DEPC) al
0,1%.

Con respecto a los tejidos liquidos (sangre y aspirado medular), éstos se han de
anticoagular para realizar una buena obtencién del ARNm, lo que hasta hace poco
se lograba, igual que para el ADN, simplemente con EDTA. Recientemente, han sali-
do al mercado diversos tubos especiales de varias casas comerciales, para la reco-
gida de muestras, que combinan el anticoagulante con reactivos que mantienen la
estabilidad del ADN y que, ademas, se encuentran libres de RNAsas.

En cuanto a los tejidos solidos, se debe hacer la extraccion del ARN de inmediato o
congelar dichos tejidos antes de la extraccién. En este Ultimo caso y para obtener el
ARN, el método de congelaciéon de eleccion es la inmersién directa en nitrégeno liqui-
do de la biopsia de tejido. Como en el caso del ADN, si el procesamiento es inmedia-
to, el tejido se coloca en tubos con suero fisiolégico, pero ademas se afladen inhibido-
res de las RNAsas, DEPC, etc.

Finalmente, resta comentar que puede ocurrir que el clinico que realice una extrac-
cién de muestra para estudios moleculares no sepa si en el laboratorio se van a utilizar
muestras de ADN o de ARN. En este caso, quien realiza la extraccion debera siempre
aplicar las precauciones de la muestra con mas riesgo de perderse, esto es, se han de
seguir los protocolos del ARN.

B.2.2. Preparacion de ARN total
El aislamiento y el almacenamiento del ARN son herramientas de suma importancia

dentro de la investigacién en Biologia Molecular, ya que posibilita la realizacién de es-
tudios de expresioén génica y de cambios en la misma.
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Debido a la facilidad de degradacién del ADN es indispensable que, en el proceso
de extraccion y en cualquier tipo de muestra o tejido, se tomen todas las precaucio-
nes necesarias en el laboratorio valorando las posibles fuentes de contaminacién con
RNAsas y actuando en consecuencia para evitarlas:

¢ Las superficies de trabajo: representan una fuente de contaminacién al estar ex-
puestas al ambiente (bacterias, hongos y células humanas) y, por ello, es necesa-
rio tratar todas las superficies con soluciones inhibidoras de la RNAsa. En gene-
ral, suele servir la limpieza con etanol al 70% vy aplicar un producto comercial lla-
mado RNAse Zap® de Sigma. Esta limpieza se ha de hacer en todas aquellas su-
perficies de contacto, tales como la campana de flujo, el plastico, las pipetas, la
centrifuga, etc. Para una mayor esterilizacion de la superficie de trabajo, antes y
después de la manipulacién, se debe dejar actuar ademas una luz UV durante mas
de tres horas.

¢ Contaminacién corporal: puede suceder tanto por los fluidos (saliva o sudor) como

por la piel. Contienen una elevada concentracion de RNAsas, por lo que es nece-

saria la utilizacién de guantes estériles durante cualquier manipulacién del ARN.

Asimismo, deben cambiarse frecuentemente a lo largo del proceso y siempre que

se entre en contacto con cualquier otra superficie.

Material fungible con el que se realiza la extraccion (tales como tubos y puntas):

son también una fuente de RNAsas que se debe evitar, para lo cual se utilizan en

todo momento materiales certificados libres de nucleasas, puesto que no es sufi-

ciente el autoclave en estos casos por tratarse de enzimas termorresistentes que

se mantienen estables a temperaturas superiores de 100 °C.

e Buffer y agua: es necesario asegurarse de que todos los buffers y el agua utiliza-
dos estan certificados libres de nucleasas.

Ademas de la posible contaminacién por RNAsas, es indispensable evitar la conta-
minacion por ADN, ya que los extractos de acidos nucleicos contienen también nuclea-
sas y ribonucleasas en altas concentraciones.

Igualmente, al evitar el contacto con el ADN se evitan falsos positivos en la extrac-
cién de ARN. Para ello, es necesario tomar también las siguientes medidas:

e Separar, en la medida de lo posible, la zona de trabajo del ADN de la del ARN.

e Utilizar un juego de pipetas automaticas exclusivas para la manipulacion del
ARN.

e Usar puntas estériles con filtro para evitar la contaminacién del extremo de la pi-
peta.

¢ Incubar con DNAsa durante la extraccion del ARN para eliminar los posibles res-
tos de ADN. Los acidos nucleicos, que son estables en la célula intacta, llegan a
ser muy vulnerables a la digestién por las nucleasas enddgenas.

Siguiendo todas estas precauciones, las técnicas de extraccion de ARN, en gene-
ral, consisten en un primer paso para obtener células lo mas limpias posibles que, pos-
teriormente, se lisaran para obtener el ARN. Estas células —que pueden ser los leuco-
citos de la sangre periférica o las células de cualquier otro tejido—, una vez homoge-



neizadas, se pueden congelar a -80 °C sin que la diferencia afecte significativamente
a la extraccién del ARN. Es aconsejable el proceso de la congelacién en alicuotas,
dada la inestabilidad del ARN, para asegurar que mientras se trabaja con un tubo no
se estropean los demas.

A partir de ahi, hoy en dia se aconseja aislar el ARN a partir de esos botones ce-
lulares con algun kit comercializado a tal efecto que permita asegurar las extremas
condiciones de seguridad del protocolo de trabajo descrito. Existen diversos kits
en el mercado, todos los cuales basicamente comprenden los mismos pasos esen-
ciales:

¢ Lisis eficaz de las células y desnaturalizaciéon de los complejos de nucleo-
proteinas presentes en los extractos celulares: se utiliza para ello una com-
binacion de detergente (SDS) con tiocianato de guanidina (TCG), que inactiva
las RNAsas y permite asi que el ARN quede en solucién y aislado de las pro-
teinas.

¢ Inactivacion de la actividad de las ribonucleasas presentes en la célula: se
lleva a cabo con la combinacion de TCG y beta-mercaptoetanol.

¢ Eliminacion de las proteinas: este paso se realiza gracias a la precipitacion de
las proteinas celulares a altas concentraciones de TCG mientras el ARN permane-
ce en solucion. Acto seguido, una centrifugacion limpia el lisado celular de protei-
nas y restos, logrando que el ARN precipite selectivamente.

¢ Eliminacion del ADN contaminante de las células: se suele incubar con la enzi-
ma DNAsa | libre de RNAsas.

¢ Elucion del ARN: el ARN total se disuelve en agua libre de RNAsas.

En el caso de tejidos, la extraccién de ARN es algunas veces mas dificil, ya que la
RNAsa endégena es activa mientras la muestra esta siendo procesada. Dos tejidos, en
particular, contienen una elevada actividad catalitica de RNAsa: el pancreas y el bazo;
mientras que el higado y el intestino presentan una menor actividad de dicha enzima.
De cualquier modo, como se ha expuesto anteriormente, se recomienda usar tejidos
tan frescos como sea posible, cortados en trozos pequefios (menos de un gramo cada
uno), y congelarlos rapidamente en nitrédgeno liquido hasta que se vaya a comenzar la
extraccion.

3.1.C. Células

El abanico de opciones, respecto del procesamiento o utilizacion de las células, es
inmenso y depende, naturalmente, del estudio que se quiere realizar, asi como del tipo
celular de que se trate. Algunas de las posibilidades son:

e Caracterizaciéon morfolégica mediante distintos tipos de microscopia.

¢ Inmunofenotipaje: citometria, inmunomarcaje.

¢ Estudio de componentes celulares, caracterizacion molecular.

e Técnicas de analisis masivo de proteinas (Protedbmica) y acidos nucleicos (Gené-
mica), de su expresion (Transcriptémica) y de sus multiples interacciones en la cé-
lula (Metabolémica).
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En los ultimos afos y particularmente desde la obtencién de lineas de células tron-
cales embrionarias humanas y del descubrimiento de la posible diferenciacién de cé-
lulas troncales adultas de un determinado linaje a células maduras de otro linaje distin-
to, se han abierto interesantes posibilidades para la diferenciacion especifica y contro-
lada in vivo e in vitro de células troncales, asi como para su utilizacion como fuente de
células funcionales para tejidos alterados o envejecidos. Ademas, en el plano de inves-
tigacidon mas basica, las lineas derivadas de células troncales y ellas mismas constitu-
yen un modelo particularmente importante para la determinacién de los mecanismos
que regulan la diferenciacion celular.

Las células obtenidas de acuerdo con los métodos descritos en la seccidon 2 de este
capitulo (apartado 2.1.B) se pueden utilizar en numerosas ocasiones directamente, tal
y como se ha comentado en dicho apartado. Otras veces, sin embargo, el tipo de ex-
perimentacion o la necesidad de un nimero de células elevado, etc., demanda el em-
pleo de cultivos celulares.

C.1. Tipos de cultivos celulares
C.1.1. Cultivo primario

Las células obtenidas ex vivo y puestas en condiciones de cultivo constituyen un cul-
tivo primario. Durante un cierto tiempo, las células mantenidas en cultivo pueden con-
servar muchas de las caracteristicas fisioldgicas que presentan in vivo. Otra forma de
obtener cultivos primarios consiste en el cultivo de explantes o pequefios fragmentos
de tejido puestos en cultivo de los que se van desprendiendo células individuales. El
establecimiento de estos cultivos no siempre es facil. Son inicialmente heterogéneos,
pueden ser mantenidos in vitro por un tiempo limitado y, a largo plazo, el cultivo se lle-
na de las células presentes en la muestra que mejor crecen en las condiciones del cul-
tivo, generalmente los fibroblastos.

C.1.2. Cultivo continuo

Algunos tipos celulares se pueden mantener en cultivo y proliferar durante mas tiem-
po, constituyendo un cultivo continuo o una linea celular. Estas lineas pueden tener, no
obstante, una capacidad de proliferacion limitada a un nimero de generaciones, o bien
ser ilimitada.

Las células con una capacidad de proliferacion limitada suelen haber alcanzado ya
un cierto grado de diferenciacién, al menos en las condiciones en las que se ha esta-
blecido el cultivo. Por el contrario, las células denominadas troncales poseen una alta
capacidad proliferativa y un grado importante de indiferenciacién, que es el caso de las
células troncales embrionarias. Estas células en condiciones muy controladas de cul-
tivo se mantienen como células troncales, mientras que si se modifican dichas condi-
ciones las células se diferencian a multiples linajes celulares.

Los cultivos con una capacidad de proliferacion mas larga o ilimitada se establecen
con células que muestran una mayor capacidad de renovacioén, como las células tu-



morales o aquellas que son “inmortalizadas” mediante una transformacién por un tra-
tamiento quimico o una infeccién viral.

Hay que considerar que, en general, las células cultivadas durante un gran niume-
ro de pases, principalmente las de crecimiento “indefinido” o las lineas transforma-
das, son células que retienen pocas de sus caracteristicas in vivo. Por otra parte, la
propagacion de una linea durante un gran nimero de pases conlleva normalmente
cambios en las propiedades de las células que pueden asimismo incluir cambios ge-
néticos.

C.2. Establecimiento de subcultivos de lineas celulares

Las células no pueden crecer en un medio de cultivo indefinidamente. Los nutrientes
del medio se consumen, se acumulan productos toxicos, las células pueden morir o al-
terarse y, en todo caso, llega un momento en el que la densidad celular inhibe el creci-
miento. Es necesario, por lo tanto, renovar el cultivo a medida que alcanza una deter-
minada densidad celular. El procedimiento varia segun las células crezcan adheridas o
en suspension.

En general, las células adherentes crecen en monocapa hasta que se cubre la super-
ficie disponible. Antes de que esto suceda es necesario subcultivar, para lo que las cé-
lulas han de despegar del sustrato, convirtiéndose temporalmente en células en sus-
pensién. El procedimiento a seguir consiste en:

1) En primer lugar, se decanta el medio antes de que las células alcancen el 100%
de confluencia.

2) Se lavan las células con PBS sin Ca*/Mg* y se les afiade la suficiente tripsina/EDTA
en HBSS sin Ca*/Mg* para cubrir las células sin exceso.

3) Las células se ponen entonces en el incubador durante 2-10 minutos.

4) Cuando bajo el microscopio invertido se observa que las células se redondean y
comienzan a despegarse, se afiade medio con suero con el objetivo de inactivar la
tripsina.

5) Se resuspenden las células y, mediante pipeteo, se lavan y cuentan, resuspen-
diéndolas finalmente en un medio fresco y a la densidad apropiada segun el tipo ce-
lular; a continuacién, se afiaden a un nuevo flask con medio precalentado.

En este proceso es particularmente importante la digestién con tripsina, la cual se
debe monitorizar cuidadosamente, porque un exceso de digestién de pipeteo puede
matar muchas células. También ha de tenerse en cuenta que, al levantar las células ad-
herentes con tripsina, muchas o algunas de sus proteinas de membrana se pueden eli-
minar. Por este motivo, cuando las células son finalmente levantadas para su analisis,
en ocasiones conviene utilizar métodos alternativos como “raspadores” o “espatulas”
a fin de evitar los efectos de la tripsina.
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En el caso de células en suspensién, una vez alcanzada una alta densidad y an-
tes de que el medio se acidifique en exceso, se deben centrifugar, contadas y re-
sembradas a la densidad adecuada segun el tipo celular en un medio fresco preca-
lentado.

C.3. Medios y condiciones de cultivo

El aspecto critico de los cultivos celulares es conseguir que las células en el culti-
vo mantengan el estado inicial de diferenciacién o indiferenciacién y sus propieda-
des fisioldgicas. El medio y las condiciones de cultivo van a determinar no sélo la su-
pervivencia de las células, sino también su capacidad de proliferacién y, en gran me-
dida, el mantenimiento de sus propiedades fisioldgicas. En este sentido, aspectos
que se deben evaluar cuidadosamente son: la temperatura y la atmésfera del incu-
bador, el sustrato de adhesion en el caso de cultivos adherentes, el medio de culti-
vo y el pH.

El sustrato es critico en los cultivos adherentes para que muchas de las células en
cultivo mantengan sus propiedades fisioldgicas e incluso su supervivencia y creci-
miento. A este respecto, es necesario utilizar los materiales 6ptimos, plasticos trata-
dos para cultivo, vidrio o sustratos recubiertos de materiales biolégicos, como cola-
geno, gelatina, fibronectina, laminita, etc.

Por su parte, el medio de cultivo debe, por un lado, mantener el pH éptimo para el
crecimiento celular y, por otro lado, aportar los nutrientes y factores que la célula ne-
cesita para su crecimiento y el mantenimiento del estado fisiolégico.

Los medios generales contienen sales inorganicas que proporcionan los iones ne-
cesarios para regular la ésmosis, el potencial de membrana y la adhesién a la ma-
triz extracelular; asimismo, contienen carbohidratos, generalmente azucares, que
actuan como fuente de energia, y vitaminas; asi como acidos grasos y lipidos, nor-
malmente presentes en el suero que se afade a muchos cultivos, aunque hay célu-
las que necesitan aportes especiales de colesterol y esteroides, sobre todo en los
medios sin suero; también se encuentran proteinas y péptidos, normalmente apor-
tados por el suero, y oligoelementos, como el zinc, el cobre, el selenio y el acido tri-
carboxilico.

El suero se utiliza como aporte general de nutrientes, proteinas, acidos grasos y
también factores de crecimiento. EIl mas comunmente utilizado es el suero de terne-
ra fetal, pero también se emplean habitualmente suero de caballo o suero de ternera
neonata. Por su naturaleza, la composicién del suero es dificil de precisar y varia de
lote a lote, motivo por el cual es imprescindible testar los lotes y tener en cuenta que
las condiciones de cultivo podrian variar con uno nuevo. En numerosas ocasiones es
necesario un control mas estricto de la composicion del medio, por lo que cada vez
existen mas medios libres de suero y con componentes estandares.

Por otra parte, muchas células necesitan aporte de factores de crecimiento, interleu-
cinas u otro tipo de sefiales, presentes en su microambiente in vivo, que ayudan a man-



tener in vitro el estado fisioldgico de la célula. Determinar el tipo de “sefales” que per-
miten el crecimiento o el estado fisioldgico de las células in vivo y tratar de simularlo in
vitro constituiria el fin Ultimo de un medio de cultivo.

Las células crecen a un pH éptimo que, en general, se encuentra entre 7,2 y 7,4. Este
pH se puede mantener mediante el empleo de una atmdsfera de 5-10% de CO: que se
equilibra con el COs/HCO:s presente en el medio, lo que resulta poco téxico para las cé-
lulas ademas de econémico. También se pueden utilizar medios tamponados general-
mente con HEPES, lo que resulta mas caro, si bien altas concentraciones de HEPES
pueden ser toxicas para algunas células. En general, los medios de cultivo suelen lle-
var un indicador de pH, normalmente el rojo fenol que vira de rojo a amarillo cuando se
acidifica el medio, o a purpura si se basifica, lo que permite una monitorizacion conti-
nua del pH del medio.

C.4. Trabajo en esterilidad

Uno de los aspectos clave para el trabajo de cultivo es la esterilidad. Los cultivos
celulares son susceptibles de contaminarse con bacterias, levaduras, hongos, mi-
coplasma y virus. Es necesario prevenir estas contaminaciones, asi como realizar
comprobaciones periddicas de la ausencia de estos contaminantes. Para ello, se
debe trabajar siempre en cabina de flujo laminar y desinfectar la superficie de tra-
bajo con etanol al 70%. Se pueden utilizar otros desinfectantes, como hipoclorito,
fenoles y aldehidos, pero su uso rutinario se desaconseja. Se debe utilizar todo el
material estéril, asegurandose de que aquel que haya sido envuelto no muestra ro-
turas en el envoltorio. Ademas, se ha de aplicar etanol al 70% en los guantes pe-
riddicamente durante la manipulacién, mantener despejada la superficie de traba-
jo y evitar pasar las manos por encima de los cultivos, las soluciones o los medios.
Tampoco es aconsejable tocar con las pipetas las bocas de las botellas y frascos
ni succionar con la boca para pipetear, debiendo utilizarse pipeteadores automati-
cos. Es importante, finalmente, flamear pinzas, material de vidrio, etc., antes de in-
troducirlo en el cultivo, asi como limpiar la cabina de flujo una vez que se ha termi-
nado con etanol al 70%.

3.1.D. Fluidos

La muestra se obtiene en la mayoria de los casos mediante la centrifugacién del
espécimen, que puede ser de mayor o menor intensidad segun el tipo de magnitud a
analizar:

¢ A bajas revoluciones (150-200 gramos durante cinco minutos), por ejemplo, para
obtener un plasma rico en plaquetas (PRP).

¢ A altas revoluciones (2.000-3.000 gramos durante 15-30 minutos), en el caso de la
obtencion de un plasma pobre en plaquetas (PPP).

A su vez, la centrifugacion se puede llevar a cabo a baja temperatura (4-6 °C) para
conseguir PPP en la mayoria de los casos o, por el contrario, sin refrigerar para ob-
tener PRP. En este Ultimo caso, y teniendo en cuenta que el proceso de centrifuga-
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cion incrementa la temperatura, es necesario asegurarse de que la temperatura de
la centrifuga no supere en ninglin momento los 25 °C, a fin de evitar el deterioro de
las muestras a analizar. Nuevamente en la Tabla | se especifican las condiciones re-
comendables para cada magnitud. Es importante que cada laboratorio establezca
su protocolo concreto respecto del material del que disponga y que lo siga riguro-
samente.

Las muestras de liquidos biolégicos se deben procesar antes de las dos horas, de-
bido al deterioro inmediato de las células a contar y al cambio de sus caracteristicas
fisico-quimicas. Sélo las pruebas bioquimicas se pueden realizar con una demora de
hasta 24 horas conservadas a 4 °C.

3.2. El respeto de los derechos del paciente relativos al uso
de las muestras

Como se dijo en el seccion 2 de este capitulo (apartado 2.2), ademas del consen-
timiento del sujeto para la obtencién de la muestra es preciso obtener su consenti-
miento para la utilizacién de la misma. Si bien normalmente ambos consentimientos
se realizaran en un solo acto y en un solo documento, se exponen a continuacion los
aspectos especificos relacionados con el uso.

Este consentimiento se podra prestar junto con el que corresponde a la extraccion
cuando las muestras se obtengan, especificamente, para la investigacién o como fin
principal para el diagndstico o la terapia pero, a la vez, se prevea la investigacion con
las mismas. Légicamente, no es posible prestar a la vez ambos consentimientos
cuando la muestra proviene de una coleccion almacenada sin haberse previsto este
uso residual. El consentimiento para que las muestras se utilicen en investigacion,
en este caso, se prestara siempre con posterioridad a la extraccion en otro docu-
mento.

Cuando se trate de muestras que puedan asociarse a un individuo, es decir,
muestras identificadas o identificables, el sujeto debe consentir expresamente en
virtud de los principios que regulan la proteccion de datos de caracter personal y
que son aplicables a este supuesto. La utilizacidn de muestras identificadas o iden-
tificables sin el consentimiento informado podria justificarse en algunos casos (ver
capitulo V).

Con respecto a los criterios aplicables para muestras anénimas o anonimizadas,
no existe todavia una normativa especifica estatal. No obstante, el criterio que se si-
gue en la Recomendacién del Consejo de Europa sobre utilizacion de muestras bio-
I6gicas en investigacion es que este material podra utilizarse sin el consentimiento
expreso en el caso de las muestras andénimas y en las muestras anonimizadas, sal-
vo que conste la voluntad contraria del donante.

En el ambito autondmico es muy significativa la prevision del articulo 36 de la Ley
8/2003, de 8 de abril, sobre derechos y deberes de las personas en relacién con su sa-
lud, de la comunidad autébnoma de Castilla y Ledn, segun el cual: “En el marco de la



normativa aplicable y siempre que no exista oposicion por parte del interesado, los cen-
tros, servicios y establecimientos sometidos a la presente Ley podran conservar y uti-
lizar tejidos o muestras biolégicas para fines licitos distintos de aquellos que motiva-
ron la biopsia o la extraccion”.

Como regla general, el consentimiento es revocable y esta norma ha de aplicarse
cuando se trata de un consentimiento para que se utilice una muestra bioldgica en in-
vestigaciéon biomédica. Ya se trate de muestras o de datos, obviamente la revocacion
del consentimiento sdélo se puede ejercer cuando se trate de muestras asociadas o aso-
ciables a un sujeto identificado.

Los efectos de la decision cuando el sujeto fuente decide que su muestra no se siga
utilizando para fines de investigacion pueden ser, o bien la destruccion, o bien la ano-
nimizacién, y lo mismo ocurre con los datos que se hubieran obtenido de su analisis.
Esta cuestion se deberia aclarar en la informacién previa al consentimiento y deberia
constar en el documento correspondiente. Se habria de informar, ademas, de que la
cancelacién o la anonimizacion de los datos significa que no se van a seguir utilizando
en el futuro, pero no comporta que se vayan a destruir los que ya se han obtenido en
el curso de la investigacion. Estos datos han de mantenerse como parte de la docu-
mentacion de dicha investigacion.

Los efectos de la revocacion dependeran de lo convenido en el documento de con-
sentimiento, es decir, donde consta si en este supuesto la muestra se destruye o se
anonimiza.

4. CONSERVACION

4.1. Procedimientos técnicos para la conservacion
de las muestras

4.1.A. Tejidos y 6rganos
A.1. Sistemas y formatos de archivos

Los sistemas y formatos de archivo de muestras en el banco de tejidos u érganos
son variados (tubos, bloques de OCT, secciones congeladas, frotis o improntas con-
geladas, bloques de parafina, matrices de tejido, o bien 6rganos enteros, como es el
caso de los cerebros en los bancos de tejido neurolégico). De forma ideal, seria con-
veniente disponer en todos los casos de muestras archivadas en diferentes formatos
debido a que, habitualmente, a las ventajas de cada formato de archivo se asocian
también algunas limitaciones o inconvenientes. Los lugares donde residen los siste-
mas de archivo han de disponer de un control fisico de acceso, ya sea mediante ce-
rradura o candado, ya sea mediante identificacion por tarjeta magnética de las perso-
nas que entren en dichos lugares. A continuacién, se describen estos sistemas y for-
matos de archivo, que se agrupan en sistemas de archivo a temperatura ambiente y
sistemas de congelacién.
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A.1.1. Sistemas de archivo a temperatura ambiente

e | aminas con improntas y extensiones.
e Tejido incluido en parafina.

Este tipo de muestras se almacenan de forma que no queden expuestas a la luz, el
polvo y los cambios de temperatura. Se debe procurar no contaminar por la manipula-
cién sin guantes.

A.1.2. Sistemas de archivo a bajas temperaturas

Habitualmente, para la realizacién de diferentes tipos de estudios retrospectivos sobre
material archivado relacionados con el andlisis de proteinas, ARN u otros componentes
celulares, se requiere que la muestra haya sido preservada a bajas temperaturas. Aun-
que en términos generales a menor temperatura hay una mayor garantia de calidad de la
muestra, la seleccién de la temperatura a la que debe archivarse viene determinada por
lo que se pretende estudiar a posteriori sobre ese espécimen en concreto.

En cualquier caso, en general, se recomienda el empleo de arcones de -80 °C (o tem-
peraturas inferiores) y congeladores de nitrogeno liquido a temperaturas mucho mas
bajas. En este ultimo caso, el mantenimiento de las células almacenadas en fase ga-
seosa evitaria, al maximo, la posibilidad de contaminacién cruzada entre diferentes
muestras. Probablemente, sean estos ultimos sistemas de criopreservacion los mas re-
comendables dada su capacidad de conservacion, si bien su precio y necesidades de
mantenimiento los hacen menos asequibles.

No obstante, es imprescindible, sea cual sea el equipo empleado, que éste dispon-
ga de los adecuados sistemas de seguridad que garanticen la preservaciéon de mues-
tras: alarmas de temperatura y corriente eléctrica, generadores de emergencia, etc. Es-
tas alarmas deben estar conectadas a una central que, en caso de problemas, avise a
los encargados del banco de tejidos en el mismo momento en el que se produzcan. En
los equipos con suministro de N2 liquido, asi como en los arcones, debe existir un sis-
tema de apoyo (back-up) para suplir las posibles deficiencias en su funcionamiento,
siendo también conveniente tener localizados otros contenedores con espacio libre
dentro de la institucién para casos de extrema emergencia. Resulta dificil hacer reco-
mendaciones respecto del niumero total de congeladores necesarios, puesto que de-
pendera del ritmo de entrada de muestras que, hay que tenerlo presente, siempre sera
en principio superior al de salida, por lo que habra que ir previendo con suficiente an-
telacion la adquisicidn de nuevos equipos y/o la eliminacion de muestras que se con-
sideren innecesarias, y todo ello en funcién de las dimensiones finales y la capacidad
de las instituciones de biotecnologia.

Cualquiera que sea el equipo, las muestras deben estar bien organizadas dentro del mis-
mo. Esto se consigue por medio de cajas dispuestas de forma ordenada en estantes (racks).

Es necesario seguir un programa de mantenimiento del equipo con revisiones perio-
dicas, limpieza de la escarcha y eliminacién de las muestras obsoletas.



A.2. Sistemas de congelacion

Existen dos métodos principales habitualmente recomendables para la congelacion
de tejidos: congelacién directa en isopentano y congelacién en molde con medio OCT;
cada una de ellas tiene ventajas y limitaciones.

A.2.1. Congelacion directa en isopentano

El fragmento de tejido seleccionado se sumerge directamente en isopentano frio (his-
tobath, isopentano extraido de arcon a -80 °C). Cuando el tejido se ha endurecido y
queda blanco, se introduce en tubos de almacenamiento entre 1y 2 cc. La ventaja de
esta técnica es su rapidez y que el contenedor empleado para el archivo de la mues-
tra ocupa muy poco espacio a la vez que tiene una capacidad relativamente grande. Si
fuera necesario un estudio microscépico, este material se puede cortar en el criomicro-
tomos, montando la muestra sobre OCT.

A.2.2. Congelacion en molde de OCT

El fragmento seleccionado se coloca en un criomolde con OCT que se congela como
en el caso anterior. Este método es algo mas lento y para una misma cantidad de tejido
ocupa mas espacio al almacenarlo, pero es recomendable cuando se trata de muestras
en cilindros que, por su tamafo y forma, pueden sufrir si no se congelan en el molde, o
de aquellas en las que se necesite una orientacién muy especifica si se tienen que rea-
lizar cortes para un estudio microscépico. Ademas, permite almacenar de forma inme-
diata muestras de estudios intraoperatorios sin necesidad de volver a congelar el tejido.

A.3. Etiquetado e identificacion de muestras

Tiene como objetivo asegurar de forma inequivoca la procedencia y las caracteris-
ticas especificas de cada una de ellas. Con ello se busca controlar al maximo los
posibles errores o la ambigiedad en la identificacion, o incluso evitar la necesidad de
realizar procedimientos adicionales sobre la muestra para conocer algunas de sus ca-
racteristicas que han sido previamente exploradas (por ejemplo, tejido de proceden-
cia, riqueza en células tumorales).

Aunque existen varios sistemas de etiquetado, el mas recomendable emplea codi-
gos de barras/puntos. Otras posibilidades incluyen escritura con tinta indeleble o con-
tenedores (por ejemplo, tubos) que tienen grabados sistemas de barras/puntos. Cual-
quiera que sea el sistema empleado es recomendable que se cumplan los siguientes
requisitos:

e Evitar el deterioro de la etiqueta y de la informacion contenida en ella con el tiem-
po y la temperatura extrema.

e Generar un numero o cadena alfanumérica que sirva de identificador Unico de di-
cha muestra, sea cual sea la base de datos en la que ésta figure.

e Su lectura debe ser inequivoca y sin ambigliedades, y permitir la rapida identifica-
cioén de la muestra.
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¢ Se ha de colocar en un sitio visible y de facil acceso en el contenedor de la mues-
tra, e incluir sin problemas de espacio todo el cédigo identificador.

¢ No debe contener datos confidenciales directa o facilmente identificables. Por ejem-
plo, DNI, siglas del paciente o numero de historia clinica.

¢ El sistema de etiquetado debe estar ligado a todos los datos técnicos de procesa-
miento en la base de datos del biobanco, como se refiere en la seccion 6 del pre-
sente capitulo.

Segun estas premisas, los sistemas de etiquetado con cédigos de barras/puntos son
en principio recomendables, ya que ademas garantizan una gran rapidez en el etique-
tado, una identificacion rapida e inequivoca de la muestra y se pueden utilizar para la
elaboracién de cédigos que contengan un importante volumen de informacién en un
espacio pequeno. De cualquier manera, es importante seleccionar un tipo de pegatina
que no corra el riesgo de despegarse y/o borrarse total o parcialmente, en especial
cuando se utiliza un archivo de muestras en N2 a temperaturas muy bajas.

A.4. Equipos de almacenamiento

Los equipos de almacenamiento a bajas temperaturas son de dos tipos, teniendo en
cuenta la temperatura a la que deben almacenar las muestras:

1) -80 °C: se trata de congeladores, habitualmente verticales, con capacidad de
450-650 litros, en cuyo interior las muestras se disponen en cajones y racks. Estan
conectados a la red eléctrica y conviene que tengan un sistema de seguridad de su-
ministro eléctrico. Para asegurar la cadena de frio, incluso si hay pérdida de suminis-
tro eléctrico, se suelen instalar sistemas de aporte de CO: que pueden suplir una in-
terrupcion de la tensidn eléctrica de hasta dos dias.

2) -196 °C: son contenedores con nitrégeno liquido. Habitualmente, las muestras se
almacenan en la fase de vapor, aunque en algunas ocasiones puede convenir el uso de
la fase liquida. Hay dos tipos de contenedores segun el nitrégeno en fase liquida pue-
da o no estar en contacto con las muestras. En los sistemas tradicionales es posible el
contacto entre el nitrégeno liquido y las muestras (y, en consecuencia, con el opera-
dor). En otros sistemas, por el contrario, la fase liquida esta custodiada por una cami-
sa hueca, y, por lo tanto, no puede estar en contacto directo ni con las muestras ni con
el operador.

4.1.B. ADN y ARN
B.1. Condiciones para la conservacion

Las muestras de ADN se deben conservar congeladas por debajo de 20 °C. Tedrica-
mente, la mejor opcidn es a -80 °C, pero existen laboratorios que prefieren conservar-
las a -20 °C y que manifiestan que nunca han tenido problemas de degradacién. Los
congeladores deberan estar ubicados en lugares con las mismas condiciones de se-
guridad fisica y con las restricciones de acceso mencionadas en el apartado A.1 (apar-
tado 4.1.A del capitulo II).



En el caso del ARN, el almacenamiento es un paso critico para la integridad del ARN
extraido, puesto que pequefias cantidades de RNAsas pueden deteriorar el ARN guar-
dado si no se mantiene a temperaturas de refrigeracion extremas de -70 a -80 °C que
inhiban la actividad enzimatica. Independientemente de la técnica usada, en buenas
condiciones las muestras de ARN se pueden conservar mas de un afo congeladas en
agua que contenga un inhibidor de RNAsas, como el isotiocianato de guanidina, entre
otros. Si el destino es la realizacién de RT-PCR, una buena alternativa es congelar la
muestra después de su retrotranscripcion a ADNc, molécula que es mucho mas esta-
ble que el ARN.

B.2. Sistemas y formatos de archivos. Equipos de almacenamiento

Todas las muestras de ADN y ARN se conservan en tubos estériles bien cerrados
para evitar la contaminacién. Una buena opcion es situarlos en cajas de 100 tubos
numerados, que se apilan de diez en diez en racks o columnas dentro de grandes
congeladores verticales a -80 °C. También se emplean en numerosas ocasiones los
arcones.

B.3. Etiquetado e identificacion de muestras

El etiquetado y la identificacion de muestras de ARN y ADN han de seguir las mis-
mas normas que las sefialadas en al apartado anterior de tejidos y érganos 4.1.A (apar-
tado A.3).

4.1.C. Células

Como ya se ha sefialado, las células no pueden mantenerse en cultivo indefinidamen-
te por multiples razones: esto genera problemas de espacio, muchas células no per-
miten el cultivo prolongado y las que lo permiten son susceptibles de sufrir cambios
irreversibles en su biologia. Ademas, los cultivos prolongados incrementan el riesgo de
contaminacién microbiologica o de otro tipo.

Por esta razén, la forma de mantener las células asegurando que se mantengan en
su estado inicial es criopreservarlas, es decir, proceder a su ultracongelacién en con-
diciones que permitan su posterior recuperacion. En general, se consigue mediante
una congelacion lenta y una descongelacion rapida.

C.1. Congelacion

Para realizar la congelacion, el cultivo debe estar en fase exponencial de crecimien-
to, libre de contaminantes y saludable, segun los criterios morfoldgicos y/o fisioldgicos
que correspondan. Para células adherentes esto suele corresponder a una situaciéon
previa a la confluencia.

La congelacién de las células en suspension se puede realizar directamente, pero las
células adherentes deben ser previamente “levantadas” con tripsina/EDTA. A continua-
cién, hay que bloquear la accién de la tripsina con suero y lavar las células. Una vez la-
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vadas y contadas, la viabilidad de las células a congelar debe ser superior al 90%. Acto
seguido, las células se centrifugan y resuspenden en un crioprotector adecuado, como
puede ser el DMSO al 10% con un 90% de suero fetal bovino. Cada criotubo, conve-
nientemente etiquetado, no debe contener una concentracién superior a 2-4 x 10° cé-
lulas/mL, y no se debe llenar del todo. Los criotubos se depositan en contenedores tipo
Nalgene Mr. Frosty rellenos de isopropanol a -80 °C normalmente hasta el dia siguien-
te. Las células ya congeladas se deben almacenar en contenedores de nitrogeno liqui-
do o gaseoso.

C.2. Descongelacion

La descongelacion debe ser rapida; por ejemplo, el criotubo se puede calentar en un
bafio a 37 °C hasta que esté parcial pero no completamente descongelado. A conti-
nuacion, las células se han de pipetear despacio sobre el medio de cultivo apropiado
y colocarlas ya, sin mas, en el incubador. En algunos casos, es necesario eliminar los
restos de DMSO, porque puede resultar toxico para ciertas células. En este caso, an-
tes de poner las células en el incubador, hay que centrifugarlas y resuspenderlas nue-
vamente en el medio.

C.3. Organizacion y mantenimiento de un banco de células congeladas

Si se pretende organizar un banco de células congeladas, es conveniente dis-
tinguir alicuotas de células ex vivo y células de cultivo. La congelacion de célu-
las ex vivo debe seguir los mismos criterios de viabilidad que las células de cul-
tivo. En el caso de las células de cultivo, es conveniente que éstas se almacenen
cuando lleven pocos pases de cultivo, lo que asegura que mantengan su estado
inicial.

En caso de necesitar cantidades importantes de una linea o trabajar con ella de for-
ma continua durante un tiempo, es recomendable generar un pequefio stock de ali-
cuotas de trabajo a partir de una alicuota del stock original, congelando nuevas alicuo-
tas en los primeros pases de cultivo, que se iran descongelando y reponiendo a lo
largo del trabajo por el mismo procedimiento antes indicado, de forma que se ase-
gure que las células utilizadas son lo mas parecidas posible a las originales. Si es po-
sible y las células tras cultivo mantienen sus caracteristicas originales, se podria re-
poner el stock original de estos primeros pases.

Algunas cuestiones de las tratadas en los apartados 4.1.A 'y 4.1.B del presente ca-
pitulo son aplicables a este epigrafe, como son el etiquetado y la identificacion de
muestras y los equipos de almacenamiento.

4.1.D. Fluidos

Las muestras pueden conservarse de diferentes maneras, lo que supone también di-
ferentes condiciones de estabilidad y tiempos maximos permitidos diferentes para cada
una de ellas. Las especificaciones que se deberian considerar 6ptimas quedan refleja-
das en la Tabla I.



Mas alla de cuatro horas después de la recoleccion, las muestras de plasma se pue-
den almacenar en el congelador a -20 °C hasta cuatro semanas y, si se congelan rapi-
damente a -70 °C, hasta seis meses.

Las muestras congeladas con anterioridad a realizar la medicién, deberian ser des-
congeladas de forma rapida a 37 °C hasta su total licuacién. Las muestras descon-
geladas deben mezclarse, suavemente, por inversion del tubo antes de realizar la me-
dicion.

La homogeneizacion inadecuada de las muestras congeladas después de la descon-
gelacién es una fuente de error muy comun. Durante la descongelacidn se producen
gradientes de concentracion que van desplazandose desde las soluciones concentra-
das que primero funden hacia las capas inferiores por las paredes del recipiente. Por
consiguiente, después de la descongelacion la muestra debera invertirse varias veces,
evitando la formacién de espuma, con especial atencién a los materiales no disueltos,
que seran disueltos por calentamiento suave si fuera necesario.

Como ya se ha expresado anteriormente, las muestras de liquidos bioldgicos se de-
ben procesar antes de las dos horas. Las muestras destinadas a bioquimica se pue-
den centrifugar y separar de las células, en cuyo caso se pueden guardar durante 24
horas a 4 °C.

Algunas cuestiones de las tratadas en los apartados 4.1.A 'y 4.1.B del presente capi-
tulo son aplicables a este epigrafe, como son el etiquetado y la identificacion de mues-
tras y los equipos de almacenamiento.

4.2. El respeto de los derechos de los pacientes
durante la conservacion de las muestras

4.2.A. Diferenciacion entre muestras segun su relaciéon con un sujeto
identificado o identificable

Dado que la muestra bioldgica es un soporte de toda la informacién genética del su-
jeto fuente, es necesario aplicar a su tratamiento los principios que corresponden se-
gun el derecho a la proteccién de datos de caracter personal.

A.1. Investigacion con muestras andnimas o con muestras irreversiblemente
disociadas

Es fundamental distinguir, por una parte, si se va a trabajar con datos anénimos o
anonimizados y, por otra, si son atribuibles a personas. Son datos anénimos los que
no se pueden asociar a una persona determinada, y son datos anonimizados los que,
siendo de caracter personal, pasan a desvincularse absolutamente de un sujeto, o
bien cuando obtener dicha asociacion exija un esfuerzo no razonable, entendiendo
por tal el empleo de una cantidad de tiempo, gastos y trabajo desproporcionados.
Estas categorias no estan sujetas al régimen de proteccién de datos de caracter
personal.
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A.2. Investigacion con muestras reversiblemente disociadas

Los principios de proteccién de los datos de caracter personal se aplican a “cualquier
informacion concerniente a personas fisicas identificadas o identificables” —articulo 3 de
la Ley Organica 15/1999, de 13 de diciembre, de Proteccion de Datos de Caracter Per-
sonal (LOPD)-. Una persona es identificable cuando existe cualquier elemento que per-
mite determinar directa o indirectamente su identidad fisica, fisiolégica, psiquica, eco-
némica, cultural o social (articulo 1.5 del Real Decreto 1332/1994, de 20 de junio).

Asi pues, cuando un dato se desvincula de la identidad del sujeto a través de un cé-
digo y esta operacién se puede realizar de manera inversa o, lo que es lo mismo, cuan-
do subsiste la posibilidad de relacionar de nuevo el dato con la identidad sin que esta
operacion precise un esfuerzo no razonable en los términos antes aludidos, el dato es
de caracter personal.

Las muestras reversiblemente disociadas (aquellas que no estan directamente asocia-
das a un sujeto, sino que se identifican, por ejemplo, a través de un cddigo) contienen
datos de caracter personal, siempre que exista la posibilidad razonable de que, a través
de este cddigo, se pueda restablecer la identidad del sujeto fuente. Se debe llamar la
atencion sobre qué no es relevante a efectos de considerar un dato como reversible-
mente disociado vy, por lo tanto, sometido al régimen de datos de caracter personal, y
quién es la persona capaz de llevar a cabo este proceso de reversion; es decir, aunque
los datos no sean asociables a un sujeto por parte del investigador que los maneja, la
posibilidad de que otra persona los consiga obliga a incluirlos en dicho régimen.

Se trata, por consiguiente, de dilucidar la cantidad de esfuerzo que se precisaria para
restablecer las identidades a efectos de determinar si es 0 no “desproporcionado” y
aplicar o no, en consecuencia, los principios de proteccion de datos.

Se ha de tener en cuenta que, segun la legislacion, un dato debe someterse al régi-
men de proteccién de datos de caracter personal cuando sea atribuible a un sujeto por
parte de cualquiera, ya sea quien lo ha recabado (por ejemplo, el clinico), quien lo esta
utilizando (por ejemplo, el investigador) u otra persona.

4.2.B. Confidencialidad

El objetivo del tratamiento de muestras bioldgicas para investigacion es llevar a cabo
un analisis y obtener datos biomédicos de interés cientifico. Ademas, el uso de la mues-
tra en si genera una informacion de caracter personal: el hecho de que la muestra se
ha obtenido, de que esta almacenada, etc. Tanto sobre los datos que se obtengan del
analisis como sobre todas las cuestiones relativas al uso o el procesamiento de la mues-
tra, el sujeto fuente tiene un derecho al secreto que se plasma en una obligacién de
confidencialidad que obliga a cualquier persona que tenga acceso legitimo a la infor-
macion.

La obligacion de confidencialidad sobre la informacién del sujeto fuente esta recono-
cida en normas generales, por ejemplo, en el articulo 10 de la LOPD, el articulo 10 de



la Ley General de Sanidad y el articulo 7.1 de la Ley 41/2002. Ademas, existen normas
sectoriales relativas, por una parte, a la investigacion y, por otra parte, a la donacion de
material bioldgico humano, que prevén particularmente esta obligacién de confiden-
cialidad.

Se debe anadir que la ruptura del deber de secreto puede representar incluso un de-
lito, segun los términos del articulo 199 del Cédigo Penal.

De este modo, la regla general que debe guiar al profesional es el deber de secreto.
En consecuencia, unicamente el sujeto fuente tiene derecho a que se le comuniquen los
datos que se obtengan del analisis de las muestras.

Cuando esta informacion pueda tener interés para los familiares del sujeto, debe ad-
vertirsele sobre esta eventualidad en el momento de solicitar su consentimiento. Cuan-
do se obtenga un dato que, a juicio del profesional, deba ser conocido por los familia-
res del paciente, es éste quien tiene el deber de comunicarselo.

Si el paciente se niega, solo en situaciones muy excepcionales quedaria justificada la
ruptura del deber de secreto por parte del profesional. Se trataria de supuestos en los
que la omision de la informaciéon podria causar un grave y evidente perjuicio al familiar.

4.2.C. Derecho a no saber

El reconocimiento del derecho a no saber surge para hacer frente a situaciones don-
de pueden producirse descubrimientos inesperados. Esta hipotesis es mas frecuente
en la investigacién biomédica que en otras situaciones de diagnéstico clinico, en las
que se parte de una sospecha acerca de una determinada enfermedad del paciente
con caracter previo al andlisis.

Este derecho cobra una especial trascendencia en la utilizacion de muestras biolégi-
cas para investigacion y aparece reconocido en el Convenio de Derechos Humanos y
Biomedicina del Consejo de Europa, segun el cual: “Toda persona tendra derecho a co-
nocer toda la informacién obtenida respecto de su salud. No obstante, debera respetar-
se la voluntad de una persona de no ser informada” (articulo 10.2); y en la Declaracion In-
ternacional de la UNESCO sobre Datos Genéticos Humanos: “Cuando se recolecten da-
tos genéticos humanos, datos protedmicos humanos o muestras biolégicas con fines de
investigacion médica y cientifica, en la informacién suministrada en el momento del con-
sentimiento deberia indicarse que la persona en cuestién tiene derecho a decidir ser o no
informada de los resultados de la investigacion. Esta disposicion no se aplicara a inves-
tigaciones sobre datos irreversiblemente disociados de personas identificables ni a da-
tos que no permitan sacar conclusiones particulares sobre las personas que hayan par-
ticipado en tales investigaciones. En su caso, los familiares identificados que pudieran
verse afectados por los resultados deberian gozar también del derecho a no ser informa-
dos” (articulo 10).

Por lo que se refiere a la legislacion interna, el articulo 4.1 de la Ley 41/2002 sefala: “Los
pacientes tienen derecho a conocer, con motivo de cualquier actuacion en el ambito de su
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salud, toda la informacién disponible sobre la misma, salvando los supuestos exceptuados
por la Ley. Ademas, toda persona tiene derecho a que se respete su voluntad de no ser in-
formada”; y en el articulo 9.1 se afade: “La renuncia del paciente a recibir informacion esta
limitada por el interés de la salud del propio paciente, de terceros, de la colectividad y por
las exigencias terapéuticas del caso. Cuando el paciente manifieste expresamente su de-
seo de no ser informado, se respetara su voluntad haciendo constar su renuncia documen-
talmente, sin perjuicio de la obtencién de su consentimiento previo para la intervencion”.

Por consiguiente, cuando se solicite el consentimiento para participar en una investiga-
cién que implique el analisis de muestras bioldgicas se debera preguntar previamente al
interesado sobre su deseo de ser informado o no de los hallazgos sobre su salud, asi como
de las repercusiones sobre sus familiares, teniendo en cuenta que si la omision de la in-
formacién comporta un grave riesgo para la salud de aquél o la de éstos este derecho debe
ceder.

Si el sujeto no manifestd su voluntad sobre esta cuestion, se deben considerar ciertos
criterios coherentes con lo que se acaba de exponer, esto es, la gravedad de los riesgos
que pudiera comportar la omision de informacién para la salud del interesado o de sus fa-
miliares, y la existencia de medidas terapéuticas o preventivas. No hay obligacién de co-
municar cualquier otra informacién que no hubiese sido requerida previamente.

4.2.D. Derechos de acceso y rectificacion

La garantia del ejercicio del derecho de acceso es fundamental cuando se admite la
posibilidad de consentimiento para investigacion cientifica de manera genérica y de con-
sentimiento para cualquier cesion con estos fines. Gracias a la posibilidad que tiene el
sujeto de conocer las circunstancias del uso y almacenamiento de la muestra y de cono-
cer cualquier dato que se obtenga a partir de la misma, se asegura que conserva el con-
trol sobre su informacion personal.

El articulo 13 de la LOPD recoge el derecho de acceso del sujeto a sus datos almace-
nados y el articulo 18 de la Ley 41/2002 lo regula, en concreto, para la informacion con-
tenida en la historia clinica.

El derecho de acceso se ejercita en relacién con los datos obtenidos y a través de un
documento que ofrezca un reflejo objetivo de la realidad, pero no necesariamente con
la entrega de la muestra bioldgica.

Por otra parte, tras el acceso, el sujeto tiene derecho a que se rectifiquen sus datos
de caracter personal que resulten inexactos. No deben entenderse como inexactos los
datos que se estan evaluando en el proceso de investigacion cientifica.

4.2.E. Periodo de conservacion
El periodo de conservacion de la muestra y de los datos de caracter personal rela-

cionados con ésta queda determinado por el cumplimiento de la finalidad que justificd
Su recogida.



La informacion previa al consentimiento del sujeto para que se utilicen sus muestras
deberia incluir la prevision sobre el periodo de almacenamiento. Sin embargo, es fre-
cuente que no exista una fecha determinada, sobre todo en los casos en los que el des-
tino de la muestra es un biobanco.

Teniendo en cuenta la finalidad de los biobancos, seria oportuno que juridicamente
se pudieran establecer periodos de conservacion muy dilatados, y mas alla de las fina-
lidades concretas que justificaron la recogida, para que las muestras recopiladas a ve-
ces durante muchos afios pudieran ser de utilidad. Con caracter prospectivo deberia
ser posible que, al informar al sujeto de los objetivos del biobanco, éste accediera a la
conservacion de la muestra por periodos muy dilatados y a su posible utilizacion en di-
ferentes proyectos de investigacién, manteniendo siempre la opcion de acceso en cual-
quier momento a los datos que se obtengan y de revocacion del consentimiento.

5. CIRCULACION

5.1. Aspectos técnicos del transporte de muestras biolégicas

Todos los que reciban o envien muestras deben garantizar, como elementos basicos,
las tres premisas siguientes:

e |dentificacion y garantia de trazabilidad de las muestras y solicitudes.

e Formacion adecuada del personal que debe manipular y transportar las muestras
para garantizar sus caracteristicas originales.

¢ Definicion de las condiciones de preparacion, manipulacion y transporte que re-
quiere cada tipo de muestra.

5.1.A. Legislacion aplicable

En Europa, la mayoria de los paises utilizan las normas ADR (Accord Dangereux Rou-
tier) para el transporte por carretera de mercancias peligrosas. Para el transporte aé-
reo, las normas correspondientes y de obligado cumplimiento son las Instrucciones
Técnicas de la ICAO (International Civil Aviation Organization), aunque se tiende a uti-
lizar las Normas de Mercancias Peligrosas de la Asociacion de Transporte Aéreo Inter-
nacional (IATA).

La IATA publica estas normas bianualmente (este capitulo se ha basado en la publi-
cada el 1 de enero de 2005; la siguiente actualizacion, se publicara en enero de 2007).
Pueden, ademas, encontrarse normas locales propias de cada pais, cuya existencia se
debera comprobar antes de realizar los envios.

Destaca la siguiente normativa:
1) Postal:

- The Universal Postal Union (UPU). Manual of the Universal Postal Convention 1995.
Regulacion detallada para el transporte de sustancias biolégicas por correo.
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2) Carretera:

- Acuerdo europeo sobre transporte internacional de mercancias peligrosas por
carretera (ADR 20083).

- Real Decreto 2115/1998, de 2 de octubre, sobre transporte de mercancias peli-
grosas por carretera.

- BOE 7/2/2003, enmiendas propuestas por Portugal a los anexos A 'y B del Acuer-
do europeo sobre transporte internacional de mercancias peligrosas por ca-
rretera.

3) Tren:

- Reglamento de Transporte Internacional por Ferrocarril de Mercancias Peligrosas
(RID), publicado en el Boletin Oficial del Estado del 20 al 26 de agosto de 1986.

- Contrato de transporte internacional por ferrocarril de las mercancias (CIM o
COTIF) (Berna, 9 de mayo de 1980), publicado en el Boletin Oficial del Estado
de 18 de enero de 1986.

- Real Decreto 412/2001, de 20 de abril, por el que se regulan diversos aspectos
relacionados con el transporte de mercancias peligrosas por ferrocarril.

- BOE 18-2-2003, enmiendas al Reglamento de Transporte Internacional de Mer-
cancias Peligrosas por Ferrocarril (RID), anejo al Convenio relativo a los Transpor-
tes Internacionales por Ferrocarril (COTIF), adoptadas por la Comisién de Exper-
tos del RID, en Praga el 23 de noviembre de 2001.

4) Avion:
- Instrucciones técnicas para la seguridad en el transporte aéreo de mercancias
peligrosas de la Organizacién Internacional de Aviacién Civil (ICAQ). Asociacién
Internacional de Transporte Aéreo: IATA-DGR, Montreal, 2005.

5) Mar:
- Codigo Internacional de Transporte Maritimo de Mercancias Peligrosas (IMDG).
International Maritime Organization (IMO), Londres, 1995.

La mayor parte de las muestras bioldgicas se transportan en avién por compafias de
mensajeria, excepto en los viajes muy cortos. Es preciso recordar, no obstante, que
cada muestra suele transportarse por carretera al final del viaje aéreo, de modo que
cada envio tendra que cumplir las normas locales de transporte por carretera, que de-
beran comprobarse para cada envio. Las compafias de mensajeria conocen dichas
normas y podran asesorar en cada caso.

Los EE.UU. poseen un conjunto de normas completamente distintas del resto del
mundo. Sus normas son las 49 CFR, que significa Cédigo de Normas Federales. Las
49 CFR cubren el transporte aéreo y aquel por carretera o autopista, aunque en la ma-
yoria de los casos las normas 49 CFR son las mismas que las de la IATA. Este aspec-
to se debe tener en consideracion si se desean enviar muestras a los EE.UU.

Es importante que las companias de mensajeria utilizadas establezcan buenas rela-
ciones de trabajo con los centros y que su personal comprenda estas normas y las
cumpla.



5.1.B. Envio de muestras

Se han de acordar con las mensajerias especializadas los tiempos y la forma de so-
licitud de los envios con anticipacion a la puesta en marcha del proyecto del que se tra-
te, teniendo en cuenta que hay muestras que se deben enviar en el momento inmedia-
tamente posterior a su extraccion.

La mayoria de las compafias de mensajeria solicitan un formulario o cualquier otro
tipo de notificacién formal, por escrito, que confirme los detalles del envio, cémo, cuan-
do y dénde deben recoger el envio, y dénde debe ser entregado.

Existen varios procedimientos que se deben seguir antes de que una muestra biolé-
gica esté preparada para su despacho. En primer lugar, es necesario identificar con
exactitud qué es lo que se va a enviar.

Para el envio de las muestras es preciso tener en cuenta uno de los componentes
esenciales del mismo, como es el acondicionamiento de la muestra; por ejemplo, el
hielo seco se utiliza para mantener las muestras congeladas.

5.1.C. Identificacion

Hay una gran variedad de mercancias peligrosas que se envian rutinariamente por
todo el mundo, por lo que es preciso un codigo de reconocimiento en funcién de va-
rios parametros:

1) Clases segun el tipo de peligro: las Naciones Unidas desarrollaron un sistema de
division de todos estos productos en nueve clases segun el tipo de peligro. Asi, las
muestras bioldgicas, si se estiman infecciosas, estan comprendidas en la clase 6.2, que
cubre todos los tipos de sustancias infecciosas. Existe otra clase relacionada con el
envio de muestras, se trata de la clase 9 (“mercancias peligrosas diversas”). El hielo
seco o dioxido de carbono sdlido esta clasificado como sustancia de clase 9.

2) Numero UN: también deben clasificarse con un nimero UN, que es un niumero
unico de cuatro digitos mundialmente reconocido. Por ejemplo, UN2814 representa
“sustancia infecciosa que afecta a los humanos”, y es comprendido en cualquier par-
te (por ejemplo, el virus Ebola). Otro nUmero que hay que reconocer es el UN3373, que
cubre muestras de diagnodstico; es un nuevo nimero UN que se introdujo en 2003 y es
el mas utilizado en la investigacion clinica.

3) Nombre correcto del envio: necesario para todas las mercancias peligrosas, es
el texto oficial que se encuentra en las normas de mercancias peligrosas de la IATA jun-
to con el numero UN. Por lo tanto, para una muestra biolégica infecciosa, la designa-
cién completa es “UN2814, sustancia infecciosa que afecta a los humanos”.

En las normas de mercancias peligrosas aparece un asterisco al final del nombre co-
rrecto del envio. Esto significa que tiene que incluir un nombre técnico adicional en el
nombre correcto del envio. Este nombre puede ser un virus, bacteria o cualquier otro
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término apropiado. El nombre correcto del envio completo es, por ejemplo, “UN2814
sustancia infecciosa que afecta a los humanos (virus Ebola)”.

5.1.D. Clasificacion de las muestras para el envio

¢ Como se sabe qué muestras bioldgicas se deben tratar como infecciosas y cuales
como muestras de diagnostico? Esta distincion es muy importante porque los requisi-
tos de etiquetado y documentacién varian en funcion de la clasificacion. Esta decision
afecta también a los costes de transporte y envio —generalmente, el envio de las mues-
tras infecciosas es mas caro que el de las muestras de diagnostico, porque las precau-
ciones que se han de tomar son mayores—; como también afecta a los cargos de flete
y de manipulacion.

Los ensayos clinicos y los estudios suelen contener muestras de diagndstico o mues-
tras infecciosas, y esta informacion se debe encontrar recogida y detallada en el pro-
tocolo, normalmente como apéndice, abarcando la recogida, la manipulacién y el en-
vio de las muestras. Esto se aplica al protocolo de estudio clinico, a la farmacocinéti-
ca, la farmacodinamica, la genética, los tejidos y las muestras de seguridad.

La OMS desarroll6 criterios concretos para clasificar muestras biolodgicas. Cada mues-
tra se asignaba a un grupo de riesgo atendiendo a su posibilidad de infeccién dentro
de la especie humana. Desde el 1 de enero de 2005, todas las muestras biolégicas se
clasifican como muestras infecciosas y deben ser asignadas a una de estas dos cate-
gorias:

e Categoria A: aquellas sustancias infecciosas que se transportan de forma que,
cuando ocurra una exposicioén accidental, pueden causar incapacidad permanen-
te, amenazan la vida u originan enfermedad fatal a humanos o animales. Existe
una lista de sustancias que cumplen estos criterios dentro de la normativa de la
OMS. Las sustancias infecciosas de este grupo se corresponden con el cédigo
UN2814, y el nombre correcto de este envio sera “sustancia infecciosa que afec-
ta a humanos”. Por ejemplo, hepatitis B (cultivos), VIH (cultivos), virus Ebola o vi-
rus Lassa.

e Categoria B: cualquier sustancia infecciosa que no cumpla los criterios para ser in-
cluida en la categoria A. Las sustancias infecciosas de este grupo se corresponden
con el codigo UN3373, y el nombre correcto de envio sera “espécimen clinico o es-
pécimen de diagndstico”. Por ejemplo, hepatitis B, VIH, CMV.

En el protocolo debe incluirse una frase similar a esta: “Las muestras de este estu-
dio estan clasificadas como sustancia bioldgica, categoria B. Para su envio, las mues-
tras deberan ser empaquetadas y enviadas con el cédigo UN3373, espécimen clinico
o de diagnéstico”.

5.1.E. Empaquetado

El almacenamiento y el empaquetado correctos son de la maxima importancia para
asegurar que las muestras mantengan su integridad y su valor para los trabajos de in-



vestigacion y desarrollo. Las cajas para el transporte de muestras biolégicas tienen que
cumplir determinadas normas. Han de ser resistentes a los golpes en caso de caida
desde una cierta altura y también poseer otras caracteristicas para asegurarse de que
las muestras no se dafian ni se producen fugas en ellas durante el transporte. Deben
soportar, ademas, cambios bruscos de temperatura y presién. Las que se usan de una
forma mas general se suministran habitualmente por los proveedores y empresas de
transporte acreditadas. Deben cumplir también las normas de las Naciones Unidas.

Las cajas autorizadas tienen una marca UN impresa en ellas, y no es aceptable que
esta marca vaya escrita en la caja. Si las cajas no tienen la citada marca, no se debe-
ra hacer uso de ellas para los envios de muestras infecciosas. La marca UN esta cons-
tituida por varias partes:

¢ El logotipo UN.

¢ El codigo del tipo de paquete.

¢ | a clase de mercancias para la que puede usarse.

¢ | a fecha de fabricacién mas el cédigo de la autoridad que realiza la prueba.
e El nombre o el logotipo del fabricante.

Las normas de empaquetado que se han descrito corresponden a las instrucciones
del embalaje 602 y 650 de las Normas de Mercancias Peligrosas de la IATA.

Las cajas tienen distinto tamafo segun la muestra que se quiere enviar. Existen, como
minimo, tres niveles de empaquetado: un recipiente primario, uno secundario y un pa-
quete exterior. Todos los paquetes interiores deben poseer material absorbente para
recoger la muestra en caso de fuga o accidente durante el transporte. También debe
actuar como material protector. El material protector puede ser gomaespuma, algodén
o plastico de burbujas. El material absorbente podria ser también algodén u hojas ab-
sorbentes especiales. También llevan una tapa aislante que se coloca encima de las
muestras.

Muchas veces se utiliza un nivel adicional cuando se coloca una caja dentro de otra
con la finalidad de dejar espacio para el hielo seco.

Se examinara ahora un ejemplo de como empaquetar una muestra bioldgica:

e Colocar en una gradilla los tubos individuales que contienen las muestras.

e Distribuir uniformemente las muestras en la gradilla.

e Colocar la tapa y el material absorbente alrededor y fijarla con una goma elastica.

¢ Poner la gradilla y su proteccion en una bolsa de plastico —una bolsa por gradilla—.

e Sacar el exceso de aire.

e Cerrar la bolsa. La bolsa cerrada se puede introducir ahora en la caja exterior.

® Puede haber soportes alrededor de la gradilla que proporcionan espacio para el hie-
lo seco.

¢ Disponer una hoja de relleno (protectora/absorbente) en la parte superior.

¢ Introducir todos los documentos del envio en la parte superior de la caja.

e Cerrar y sellar la tapa de la caja interior y exterior en la secuencia correcta.
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A la hora de preparar el paquete se debe tener en cuenta que el hielo seco es un re-
frigerante de uso muy generalizado, pero también es una sustancia peligrosa que ago-
ta el oxigeno del aire y que puede causar mareo y otros sintomas. También es muy frio
y quema cuando entra en contacto con la piel. Se deben llevar siempre guantes térmi-
camente aislados cuando se maneje hielo seco.

El hielo seco se ha de distribuir uniformemente alrededor de la caja. La cantidad de
hielo seco necesaria depende del volumen del envio, de la duracion del viaje puerta a
puerta, incluida la previsidon de cualquier retraso, y las condiciones de temperatura que
es probable que se encuentren en ruta.

Por lo general, las compafhias de mensajeria pueden informar sobre la cantidad de
hielo seco que hace falta cuando se requiere para el envio.

En otro ejemplo, para una muestra de tejido/biopsia, al igual que con todos los otros
paquetes, existen tres niveles: primario, secundario y exterior. En este caso, los pasos
especificos seran los siguientes:

e Colocar la tapa o tapas deslizantes en la caja de plastico que contiene la muestra.

e Cerrar la tapa deslizante y ponerla en el contenedor exterior, afadiendo material
protector alrededor de los costados para mantenerla en su lugar.

¢ Introducir la gomaespuma de proteccién en la parte superior antes de cerrar la caja.

e Cerrar bien el contenedor.

¢ Disponer el contenedor en la caja UN y afiadir los documentos del envio.

¢ Sellar la caja para poder colocarla en una caja mayor aislante con hielo seco.

¢ Afadir el hielo seco y distribuirlo uniformemente alrededor.

e Colocar la tapa de aislamiento y cerrar la caja.

5.1.F. Etiquetado

Los requisitos de marca y etiquetado para muestras bioldgicas son distintos segun
se trate de muestras de diagndéstico o de sustancias infecciosas. En muchos envios,
es el representante de la companfia de mensajeria quien completa todas las marcas y
el etiquetado. En otras circunstancias es responsabilidad del remitente hacerlo. Es im-
portante que esto se haga correctamente porque, si se produce algun error, la mues-
tra quedara detenida en alguna etapa de su transporte y esto retrasara el envio, po-
niendo en peligro la integridad de la muestra.

¢ Qué informacioén debe ir en una caja que contenga una muestra de diagnéstico em-
paquetada con hielo seco? En primer lugar, el/los nombre/s completo/s y direccion del
remitente y del destinatario.

Se incluira un rombo con el codigo “UN3373”, junto con el nombre: “muestra para
diagndstico o muestra clinica” (Diagnostic specimen/Clinical specimen). Esta informa-
cién puede estar preimpresa en la caja. Se debe pegar ademas, o asegurarse de que
lo hace la compafia de mensajeria, una etiqueta de mercancias peligrosas diversas
“clase 9” para tener en cuenta el hielo seco, que se considera una sustancia peligrosa.



En la caja debe aparecer el nombre del envio correcto (hielo seco o didxido de carbo-
no, solido) y “UN1845”. Asimismo, la persona que realiza el envio o la compafia de
mensajeria tiene que escribir en la caja o en la etiqueta de clase 9 el peso neto del hie-
lo seco: “UN1845, hielo seco 10 kilos” y “muestras de diagnéstico empaquetadas con-
forme a las instrucciones de empaquetado 650 de la IATA”.

¢ Qué ocurre si se trata de una muestra infecciosa con hielo seco? Para las muestras
infecciosas, ademas del nombre completo y la direccidn del remitente y del destinata-
rio, se debe incluir el nombre y el nimero de teléfono de una persona responsable; ésta
puede encontrarse en cualquier lugar (es preferible que se encuentre en el lugar de des-
tino o dentro de la misma franja horaria, ya que se pondran en contacto con él/ella en
caso de que surja algun problema con el envio).

Asimismo, debera figurar el nimero “UN2814” y el nombre correcto del envio “sustan-
cia infecciosa que afecta a los humanos”, junto con el nombre técnico entre paréntesis.

Se ha de ahadir la cantidad neta total de la sustancia infecciosa (por ejemplo, 10 mL).
Se debe senalar, asimismo, el codigo “UN1845, para cubrir el hielo seco/didxido de car-
bono sélido (hielo seco 10 kilos)”. A la caja hay que fijar dos etiquetas: la etiqueta de sus-
tancia infecciosa “clase 6.2” y la etiqueta de mercancias peligrosas diversas de clase 9,
junto con la cantidad neta de hielo seco. Es frecuente también que vayan preimpresas en
la caja dos etiquetas de orientacién, pero si no es asi se deben afiadir antes del envio.

5.1.G. Documentacién para el envio de mercancias peligrosas

El documento principal para el envio de mercancias peligrosas es la Declaracién de
Expedidor de Mercancias Peligrosas, cuyos apartados deberan completarse.

La Declaracioén del Expedidor sélo es necesaria para muestras biolégicas clasifica-
das como sustancias infecciosas. Por lo tanto, no se requiere para muestras biologi-
cas clasificadas como muestras de diagndstico, aunque estén empaquetadas en hie-
lo seco. La declaracién se prepara por anticipado y, posteriormente, se incluye en el
envio. En otras circunstancias, es la compafia de mensajeria la que debe entregar las
declaraciones previamente preparadas (preimpresas con la informacién basica). Sélo
hay que afiadir uno o dos textos breves de informacion especifica inmediatamente an-
tes del envio.

La Declaracién del Expedidor es el Unico documento necesario para cumplir con las
normas relativas a mercancias peligrosas. Sin embargo, se requieren otros documen-
tos para los procedimientos aduaneros. En todos los envios internacionales, las mer-
cancias deben ir acompafadas de una factura proforma de la muestra. Y, adicional-
mente, todos los envios han de incluir un inventario del contenido.

5.1.H. Aspectos particulares para cada tipo de muestra

Procesar y analizar las muestras lo antes posible ha de ser la finalidad principal de
todo laboratorio. En la actualidad, debido a la concentracién de laboratorios y a que al-
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gunas determinaciones solo se realizan en laboratorios especificos, las muestras se de-
ben transportar de unos laboratorios a otros. Se ha de tener presente que el transpor-
te se puede realizar mientras se garantice que el resultado obtenido es el mismo que
el de la muestra en el momento de la obtencion. Por este motivo, se deben valorar una
serie de consideraciones generales que son aplicables a todas las muestras. Las ca-
racteristicas especificas para cada tipo de muestra se exponen en los siguientes apar-
tados.

H.1. Tejidos

A continuacién, se describe el procedimiento adicional que debera cumplirse para el
envio de tejidos. Para el empaquetado y transporte se seguira lo descrito anteriormen-
te, con los requisitos adicionales descritos a continuacion.

H.1.1. Transporte de tejidos
El transporte de tejidos desde el banco hasta el centro de destino se efectuara:

¢ A través de medios adecuados de transporte terrestre ordinarios.

¢ Mediante un sistema con capacidad para mantener las adecuadas caracteristicas
del tejido. Estos sistemas y condiciones de traslado los establecera el banco segun
el tipo de tejido que se quiere trasladar.

Se acompanara de la siguiente informacion para su identificacion:

1) Un etiquetado exterior en el que figure:
- Tejido: tipo de tejido humano.
- Procedencia y destino del paquete.
- Nombre de los responsables del envio y de la recepcion, con sus direcciones y
teléfonos.
- Dia y hora de salida del banco.
- Instrucciones de transporte.

2) La documentacién que obligatoriamente debera acompanar el envio sera:
- Descripcidn de las caracteristicas del tejido y de las soluciones de preservacion.
- Relacién de las pruebas efectuadas.
- Instrucciones, en su caso, para la descongelacién y la utilizacion.
- Codigo del banco que permita el seguimiento de los tejidos enviados.

H.2. ADN y ARN

Una vez adjudicadas ciertas muestras a un equipo de investigacion, en el caso del
ADN es mas aconsejable enviar el material descongelado. Se deben descongelar
poco a poco, pasando primero el tubo de -80 °C a 4 °C y luego a temperatura am-
biente. Se toma una pequefa alicuota del tubo del ADN madre y se coloca en otro
tubo bien etiquetado para su transporte a temperatura ambiente. El tiempo de trans-
porte se recomienda que no exceda de las 72 horas. En el caso del ARN, se acon-



seja transportarlo congelado mediante agentes crioprotectores y con inhibidores de
ARNAsas.

En cuanto al transporte de las muestras, desde el lugar de la extraccién hasta el labo-
ratorio, se deben tener en cuenta las siguientes consideraciones: el ADN es bastante es-
table y no es muy problematico el envio de cualquier muestra para la extraccion del mis-
mo y el posterior estudio. Se ha de enviar preferentemente —eso si, en el mismo dia de
la extraccion- en un servicio de 24 horas al laboratorio de referencia.

Las muestras de sangre fresca y de aspirados de médula se enviaran anticoaguladas
y pueden viajar por correo, sin ningun problema, a temperatura ambiente si no hace mu-
cho calor; si no es asi, se enviaran refrigeradas. En caso de que no se pueda mandar en
el dia, se aconseja mantener la muestra en la nevera hasta unas 72 horas como maximo.
Y, si aun asi no es posible enviarla, se puede congelar a -20 °C y, cuando se pueda, se
enviara congelada. Si se congela la muestra, se ha de tener en cuenta la precaucion de
cambiar previamente la sangre del tubo de extraccion (generalmente de cristal) a un tubo
de plastico (polipropileno) que aguante la congelacion (el cristal puede estallar al conge-
larlo). De todas formas, es recomendable, ademas, realizar alicuotas por precaucion.

Las muestras de sangre seca se mandan en sobres por correo ordinario, asi como las
muestras de raices de cabello, sélo que en este Ultimo caso no se puede demorar la ex-
traccion del ADN de la raiz mas alla de una semana.

Con respecto a las muestras de tejido sdlido, se deben guardar las mismas precau-
ciones que con las muestras liquidas. Las muestras parafinadas se envian en el dia 'y
a temperatura ambiente; deben llegar en menos de 24 horas al laboratorio de referen-
cia (es preferible, por lo tanto, utilizar una mensajeria). Las muestras de tejido en fres-
co para extraccién de ADN, por ejemplo las vellosidades coriales, se envian suspendi-
das en suero fisioldgico estéril y se deben recibir en menos de 24 horas, como ya se
ha comentado previamente. Las muestras congeladas se envian en nieve carbdnica.

El ARN mensajero, en cambio, es muy labil y las condiciones para su envio, al igual
que para la extraccién, deben ser muy estrictas. Lo realmente éptimo para una prue-
ba de ARN es procesar la muestra en un tiempo inferior a 30 minutos desde su obten-
cién, si bien en el caso de tejidos liquidos se puede extraer el ARN de forma acepta-
ble, aunque hayan pasado 24 horas, siempre que la muestra esté a 4 °C. Sin embargo,
hay que tener presente que, a medida que pasa el tiempo desde la extraccioén, dismi-
nuyen las posibilidades de obtener una buena muestra.

En el mercado cada vez existen mas tubos con reactivos estabilizadores del ARN que
posibilitan el mantenimiento de la muestra, sobre todo de sangre periférica, a tempe-
ratura ambiente durante unos dias, lo que ha facilitado enormemente el trabajo para su
transporte (por ejemplo, se pueden mandar por correo ordinario en sobres acolchados).
Pero, para las muestras de tejidos (por ejemplo, un tumor), si no se pueden procesar
en el momento, es importante congelar el tejido inmediatamente después de la extrac-
cion, a poder ser con un agente crioprotector —como por ejemplo, el DMSO al 10%-y
enviarlas en nieve carboénica por mensajero.
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H.3. Células

Sobre su transporte, se deben seguir las recomendaciones de las muestras de teji-
do solido para la determinacién de ADN.

H.4. Fluidos
Hay unas consideraciones generales para el transporte de fluidos:

¢ | as muestras de sangre total tienen una caducidad bastante rapida.
¢ | as muestras de plasma y suero se han de separar lo antes posible de las células.
e Se recomienda que la separacion se realice antes de las dos horas.
e Se deben mantener el minimo tiempo posible las muestras en el area de extraccion.

H.4.1. Temperatura

¢ No todas las propiedades bioldgicas se deterioran con la misma rapidez.

¢ | a temperatura de conservacion y transporte de la muestra influye mucho en algu-
nas propiedades biolégicas de las muestras.

¢ Algunas veces se deben hacer alicuotas de las muestras debido a que de la mis-
ma muestra hay determinaciones que han de conservarse a distintas temperaturas.

¢ En general, existen tres temperaturas de transporte: temperatura ambiente (entre
18 y 25 °C), temperatura de refrigeracion entre (4 y 8 °C), y temperatura de conge-
lacion (inferior a -18 °C).

H.4.2. Otras consideraciones

e Se recomienda que los tubos se transporten en posicion vertical.

e Se deben evitar los movimientos bruscos y la agitacidén excesiva durante el trans-
porte.

¢ | a presion atmosférica también puede influir en las muestras.

e Se debe evitar el contacto directo con la luz, ya que altera algunas propiedades bio-
l6gicas.

¢ | as muestras destinadas al examen de factores labiles se deberian transportar al
laboratorio tan rapidamente como fuese posible. Se debe garantizar que el trans-
porte de estas muestras se realice en un tiempo maximo de cuatro horas, y que su
temperatura se mantenga entre 8 y 25 °C.

Para la deteccion de muestras en malas condiciones es conveniente tener en cuen-
ta las siguientes recomendaciones:

e Se observara cada tubo primario para confirmar que se ha llenado con un volumen
adecuado. Los tubos obtenidos con exceso o defecto de sangre motivan una des-
proporcién del agente anticoagulante, lo que conduce a resultados erréneos. El an-
ticoagulante usado, su concentracion, su relacion con la sangre y la manera en la
que la muestra es recolectada y procesada influyen de forma importante sobre los
resultados.



¢ Deben desecharse todas las muestras hemolizadas (la hemolisis activa la coa-
gulacién), asi como aquellas en las que se observen sefales de coagulacién
(microcoagulos). Los resultados en estas muestras no son fiables en absoluto.

e Es necesario recordar que las poliglobulinas y las anemias importantes pueden
producir resultados alterados de forma errénea, como consecuencia de la despro-
porcién citrato/plasma, si no se ha previsto y, en consecuencia, modificado pre-
viamente.

5.2. La regulacion juridica de la importacion y la exportacion
de muestras

La entrada y la salida de Espafa de muestras biolégicas para el diagnéstico o la
investigacién en humanos esta regulada por el Real Decreto 65/2006, de 30 de ene-
ro, por el que se establecen requisitos para la importacion y la exportaciéon de mues-
tras biolégicas, que necesitan la autorizacion previa de la Direccion General de Sa-
lud Publica que se encuentra al final de su proceso de tramitacion. El ambito de
aplicacién de este real decreto se refiere a las muestras destinadas al diagnéstico
o la investigacion en seres humanos. La redaccion literal no es suficientemente cla-
ra a efectos de entender si su aplicaciéon se extiende a muestras bioldgicas para
la investigacion in vitro. No obstante, es la regulaciéon mas cercana sobre esta
cuestion.

Dicha norma se aplica a cualquier material humano o de otra procedencia, patége-
na o no, que se destine al diagndstico o a la investigacién en humanos, excluyéndo-
se de la misma los productos cuya importacion y exportacion esta regulada en una
normativa especifica (por ejemplo, las materias primas destinadas a la elaboracion
de medicamentos o productos sanitarios, los medicamentos y los productos sanita-
rios, cosméticos y biocidas de uso clinico o personal).

Este Real Decreto habilita, como puntos fronterizos para la entrada y la salida de
muestras, Barcelona, Bilbao, Madrid, Sevilla, Valencia y Malaga, y define los requisi-
tos que se exponen a continuacion.

5.2.A. Entrada

La solicitud de importacion se debe presentar en la Direccidn General de Salud Pu-
blica indicando el tipo de muestra que se desee.

A tales efectos, se acompanara de la siguiente documentacion:

e Constatacion de que existe un beneficio probado de la utilizaciéon de dicho tejido
en el caso de tejidos procesados por técnicas no existentes en Espanfa.

¢ En el caso de tejidos que se procesen por técnicas existentes en Espana, cuando
se comprueba la ausencia de disponibilidad de dichos tejidos en los bancos na-
cionales.

A tales efectos, se acompanara de la siguiente documentacion:
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¢ Una certificacion sanitaria de origen en la que la autoridad competente en origen
identifique el envio, especificando sus caracteristicas y el posible riesgo sanitario
si lo hubiere.

e Un documento de responsabilidad en el que el destinatario del producto se respon-
sabilice de su correcta utilizacion y destruccion.

¢ Una acreditacion de la actividad del importador. El importador debe estar suficien-
temente acreditado en funcién de su actividad y cumplir con la normativa de segu-
ridad laboral aplicable a estos productos.

¢ | os envios deberan cumplir las normas de transporte, embalaje, etiquetado y do-
cumentacion que estipulan las normas nacionales e internacionales.

¢ Un modelo de despacho que después firmara el inspector de la aduana.

5.2.B. Salida

El interesado ha de presentar una declaracion a la Direccion General de Salud Publi-
ca en la que figure la informacién necesaria para identificar la muestra y su destino. Se
debe cumplir la normativa internacional de transporte aplicable a este tipo de muestras.

Cuando la autoridad sanitaria de destino exija un certificado sanitario de origen, éste
se solicitara a la Direccion General de Salud Publica.

B.1. Transporte de material potencialmente peligroso

Se requiere que, en el transporte de las muestras bioldgicas, se observe lo dispues-
to en las reglamentaciones nacionales e internacionales al respecto (ver apartado 5.1.D
de este capitulo).

B.2. Registro de importadores y exportadores

Los importadores y exportadores que efectlien operaciones de importacién o expor-
tacion de muestras al menos una vez al trimestre tienen la opcion de darse de alta en
un Registro de Importadores y Exportadores que se crea en el Ministerio de Sanidad y
Consumo, dependiendo de la Direcciéon General de Salud Publica, gestionado por la
Subdireccion General de Sanidad Exterior. La inscripcidn en el registro exceptua de la
obligacién de presentar caso por caso la certificacién de la autoridad sanitaria de ori-
gen para llevar a cabo importaciones y habilita a los exportadores a obtener de forma
automatica el certificado sanitario de origen cuando éste sea exigido por la autoridad
sanitaria de destino, determinando un tipo de productos y un periodo de tiempo en el
que se efectlan las operaciones de importacioén y exportacion.

Las instituciones o empresas que pretendan estar incluidas en dicho registro como
importadores deben aportar:

¢ El documento de la autoridad sanitaria competente en el pais de origen o de los
centros autorizados a tal efecto que certifique que el centro expedidor cuenta con
la autorizacion sanitaria para la manipulacién y exportacion de muestras, especifi-
cando el tipo de muestras para el que esta autorizado.



¢ Un certificado de la autoridad sanitaria de la comunidad auténoma donde desarro-
lla su actividad en el que se indique que cuenta con los medios adecuados para la
manipulacién y la posterior destruccion del producto una vez utilizado y el tipo de
muestras para el que estan autorizados.

¢ En el caso de donantes de progenitores hematopoyéticos y bancos de sangre de
cordon umbilical de paises no pertenecientes a la UE reconocidos por la Asocia-
cién Mundial de Donantes de Médula (WMDA), asi como en la busqueda de donan-
tes no emparentados, basta para la inscripcién en el registro la aportacién por la
Organizacion Nacional de Trasplantes de una relacion de los centros que realizan
esa funcion y se encuentran acreditados para ello.

Las personas fisicas o juridicas estan incluidas en dicho registro como exportadores
y deberan presentar el certificado de la autoridad sanitaria competente dirigido a la Di-
reccion General de Salud Publica, en el que se indique que cuenta con los medios ade-
cuados para la obtencién y la manipulacién de las muestras, asi como su adecuado
envasado y transporte.

Los importadores y exportadores incluidos en dicho registro deberan renovar la ins-
cripcion cada cinco afos y actualizarla cuando exista una modificacion en el tipo de
muestra a importar o exportar.

Las personas fisicas o juridicas inscritas en el registro Unicamente tendran que citar
en las solicitudes de importacion o exportacion su numero de inscripcion en el regis-
tro y aportar la documentacion que identifica las muestras.

5.3. Cautelas sobre el tratamiento de datos de caracter personal
en la transferencia internacional de muestras bioldgicas
identificadas o identificables

Por transferencia internacional de datos se entiende la transmisién de los mismos
fuera de los Estados miembros de la Unién Europea y de los paises que hayan suscri-
to el Convenio del Espacio Econémico Europeo. La transmisién de informacién en el
ambito de dichos paises no se considera transferencia internacional de datos, sino que
se debe calificar como una mera cesidén o comunicacién de datos cuyo régimen juridi-
co es idéntico al de las que tengan lugar dentro del territorio nacional.

El fundamento juridico de esta distincidn consiste en que en el Espacio Econémico
Europeo existe un sistema armonizado de proteccion de los datos personales, de for-
ma que puede concluirse que los paises integrados en aquéllos ofrecen un nivel de pro-
teccién adecuado o equiparable.

Las transferencias internacionales de datos que, como se ha sefialado, son las trans-
misiones de informacion a terceros paises que no garantizan dicho nivel de proteccion
pueden presentar dos modalidades distintas: la cesién o comunicacién de datos a ter-
ceros paises o la prestacién de servicios —en terceros paises, como por ejemplo, el
mero alojamiento de los datos— por cuenta de los responsables de ficheros estableci-
dos en el territorio espariol.
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La realizacién de transferencias internacionales de datos a terceros paises que no dis-
pongan de un nivel de proteccién equiparable al europeo constituye una de las principa-
les preocupaciones de las autoridades nacionales y europeas de proteccién de datos.
Esta preocupacion se justifica porque, a partir del momento en que los datos personales
se transfieren a terceros paises sin un nivel de proteccién equivalente, las posibilidades
de que se realicen tratamientos de datos sin garantias se multiplican exponencialmente.

Por esta razon, existe una especial sensibilidad respecto de dichas transferencias in-
ternacionales. Ahora bien, siendo conscientes de que en un mundo globalizado es ne-
cesaria la transmision internacional de la informacion, se han buscado desde la pers-
pectiva proteccionista europea procedimientos que permitan realizarlas con las garan-
tias adecuadas.

La realizacion de transferencias internacionales de datos parte de la premisa basica
de que el responsable de un fichero que pretende realizarlas ha de cumplir, en origen,
las exigencias de la Ley Organica de Proteccion de Datos de Caracter Personal (LOPD).
Es decir, el exportador de los datos debe cumplir las garantias establecidas en dicha
norma.

Pero, ademas, el importador de los datos personales —la persona o entidad ubicada
en el tercer pais que no disponga de un sistema de proteccién equiparable al del lugar
desde donde se transmiten los datos— debe contar con mecanismos que garanticen
dicho nivel de proteccion adecuado o uno equivalente.

La prestacion de tales garantias debe ser autorizada, como regla general, por la Agen-
cia Espanola de Proteccion de Datos (AEPD). No obstante, la exigencia de esta auto-
rizacion queda exceptuada en los supuestos previstos legalmente, entre los que cons-
ta el que el afectado haya dado su consentimiento inequivoco (e informado) a la trans-
ferencia prevista.

La Ley también permite las transferencias internacionales de datos en otros dos su-
puestos:

e Cuando la transferencia sea necesaria para la ejecuciéon de un contrato entre el afec-
tado y el responsable del fichero o para la adopcién de medidas precontractuales
adoptadas a peticion del afectado.

¢ Cuando la transferencia sea necesaria para la celebracién o ejecucién de un con-
trato celebrado o por celebrar, en interés del afectado, por el responsable del fiche-
ro y un tercero.

Sin embargo, estas dos excepciones no resultan operativas cuando los datos obje-
to de tratamiento son datos especialmente protegidos, como es el caso de los datos
genéticos, que se deben considerar como datos de salud.

Esta conclusién se apoya en que, en el tratamiento de dichos datos, la LOPD (articu-
lo 7) sélo admite dos supuestos de legitimacion: el consentimiento expreso del afecta-
do o la habilitacion en una norma con rango de ley.



Cuando no concurre alguna de las excepciones sefaladas, la transferencia de datos
a paises que no garanticen un nivel adecuado o equivalente de proteccidén exige la au-
torizacion del director de la AEPD.

Dicha autorizacion se puede conseguir solo si se obtienen las garantias adecuadas,
cuya evaluacion se realizara por el director de la agencia, atendiendo a todas las cir-
cunstancias que concurran en la transferencia y, en particular, tomando en considera-
cién: la naturaleza de los datos; la finalidad y la duracion de los tratamientos de la in-
formacion previstos; el pais de origen y de destino final de los datos; las normas de de-
recho, generales o sectoriales, vigentes en el pais tercero de que se trate; el contenido
de los informes de la Comision de la Union Europea; asi como las normas profesiona-
les y las medidas de seguridad en vigor en dichos paises.

Si se prestan garantias que cumplan los criterios expuestos, el director de la AEPD
podria autorizar una transferencia internacional a cualquier pais que se solicite.

No obstante, la necesidad creciente de efectuar transferencias internacionales de da-
tos a paises que no ofrecen un nivel de proteccion adecuado ha determinado que se
hayan desarrollado procedimientos mas estandarizados que permiten prestar tales ga-
rantias y facilitar los flujos internacionales de datos.

En este sentido, se han desarrollado los mecanismos que a continuacién se detallan:

1) Transferencias a estados respecto de los cuales la Comision Europea ha adop-
tado una decisién y ha declarado la existencia de un nivel adecuado de protec-
cidén: en esta situacion se encuentran Suiza (Decision de la Comision de 26 de julio de
2000), Canada en determinados aspectos (Decision de la Comision de 20 de diciem-
bre de 2000), la Republica Argentina (Decisién de la Comision de 30 de junio de 2003),
Guernsey e Isla de Man (Decisiones de noviembre de 2003 y abril de 2004).

No obstante, debe tenerse en cuenta que peridédicamente la Comisiéon Europea eva-
lUa si se mantienen las condiciones que permitieron adoptar la decisién de adecuacion,
pudiéndose —al menos en hipoétesis— producir una revocacion de la misma. Estas deci-
siones amparan la transferencia a cualquier persona o entidad, publica o privada, ubi-
cada en dicho pais.

2) Modalidades especificas de transferencia internacional amparada en deci-
siones de la Comisiéon Europea que tienen por destinatario a personas o entida-
des ubicadas en los EE.UU. (Decision de 26 de julio de 2000 sobre los principios
de puerto seguro): la peculiaridad de esta decisién afecta a dos aspectos. En pri-
mer lugar, no ampara la transferencia internacional dirigida a cualquier persona o en-
tidad ubicada en los EE.UU., sino sélo las dirigidas a quienes, estando en dicho te-
rritorio, adoptan voluntariamente las garantias contempladas en el acuerdo de puer-
to seguro. En segundo lugar, esta decision tiene la peculiaridad de que quienes efec-
tuen dicha aceptacién voluntaria del acuerdo han de suscribir no solo los principios
genéricos del mismo, sino también las denominadas FAQ. Las FAQ han de conside-
rarse aclaraciones especificas que concretan los principios generales del acuerdo
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que, por su indeterminacion, ha suscitado preguntas y respuestas especificas sobre
los mismos.

3) Otra posibilidad de realizar transferencias internacionales de datos es la que
se basa en la suscripcion por parte del exportador y del importador de los datos,
de clausulas contractuales que garanticen un nivel de protecciéon adecuado en el
tratamiento de la informacidn personal: en este caso, el nivel de proteccién adecua-
do no se refiere a un pais, sino solo a las personas o entidades especificas que suscri-
ben las clausulas contractuales.

Dentro de esta modalidad se incluyen dos supuestos distintos:

¢ | as clausulas contractuales para garantizar las transferencias entre dos responsa-
bles del fichero o tratamiento: exportador en Espafa e importador en un tercer pais
sin nivel de proteccion adecuado (Decisidon de la Comisiéon 2001/487/CE, de 15 de
junio de 2001, modificada el 27 de diciembre de 2004).

¢ | as clausulas contractuales entre un responsable del fichero o tratamiento ubi-
cado en Espafa y un prestador de servicios —encargado del tratamiento— ubica-
do en un tercer pais que no garantiza el tantas veces mencionado nivel de pro-
teccion adecuado (Decision de la Comision 2002/16/CE, de 27 de diciembre de
2001).

La normativa de proteccion de datos y las decisiones que se han mencionado pre-
vén la posibilidad de suspender las transferencias internacionales de datos, previa
audiencia del exportador, cuando concurra alguna de las siguientes circunstancias:

¢ L as autoridades de proteccion de datos del estado importador o cualquier otra
autoridad competente en caso de no existir las primeras resuelven que el im-
portador ha vulnerado las normas de proteccion de datos establecidas en su
derecho interno.

¢ Existen indicios razonables de que se estan vulnerando las normas o, en su caso,
los principios de proteccién de datos por la entidad importadora de la transferen-
cia, y que las autoridades competentes en el estado donde se encuentra el impor-
tador no han adoptado o no van a adoptar en el futuro las medidas oportunas para
resolver el caso en cuestion, habiendo sido advertidas de la situacion por la AEPD.
En este caso, se podra suspender la transferencia cuando su continuacion pudie-
ra generar un riesgo inminente de grave perjuicio a los afectados.

6. CESION DE MUESTRAS PARA OTROS
INVESTIGADORES

6.1. Usos de las muestras para investigacion

La herramienta mas util para optimizar el uso de la muestra en investigacion es la es-
tructura de un biobanco. Los biobancos de una red tienen en comun las siguientes ca-
racteristicas organizativas:



e E| biobanco depende de un servicio hospitalario o de un centro de investigacion
cuya ubicacion dependera de la naturaleza de las muestras, de las cuales es depo-
sitario y responsable tras su obtencion.

¢ Un director o coordinador técnico, responsable del funcionamiento cientifico del
banco, incluyendo el estudio macroscépico, asi como la seleccidén y toma de mues-
tras de especimenes quirlrgicos.

¢ Un personal técnico responsable del procesamiento, almacenamiento y conserva-
cion de las muestras.

¢ Un presupuesto, espacio y equipamiento adecuados para la actividad del biobanco.

¢ |_a adopcién de un protocolo de trabajo estandarizado que asegura el cumplimien-
to de los requisitos ético-legales en el manejo de muestras, la correcta manipulacion
y el almacenamiento de los especimenes, asi como su adecuada distribucién y uso
para investigacion.

¢ El compromiso de accioén cooperativa entre los bancos de la red. Implica la interconec-
tividad informatica regional y nacional, asi como la disposicién a compartir muestras re-
gional y nacionalmente. La interconectividad informatica se detalla en el capitulo IV.

Las muestras almacenadas en un banco de ADN y ARN pueden servir para numero-
sos trabajos de investigacién. La cesion para un determinado proyecto de investiga-
ciéon debe estar bien cuidada tanto en el tipo de muestra de que se trate (andénima o
no) como en el tipo de consentimiento informado que la persona donante o el pacien-
te hayan realizado. En una palabra, para cualquier cesion o transferencia de ADN/ARN
por parte del banco, debera existir un contrato entre los responsables del banco y el
equipo de investigacién del proyecto que se quiere realizar.

6.2. Gestion de las peticiones de material

Es cada vez mas frecuente que se establezcan relaciones de colaboracion entre las
instituciones que gestionan colecciones de muestras o biobancos; por esta razén, es
importante disponer de un sistema adecuado de intercambio y de cesion de muestras.

La gestion de las muestras (obtencion, procesamiento, conservacion y distribucion) se
realizaria en cada hospital o centro de investigacion. El nodo de coordinacién de la red
(si ésta existe), ademas de gestionar su propio biobanco, es habitualmente el encargado
del dispositivo central de informacion de la red de biobancos, para lo que recibiria las ac-
tualizaciones de datos de los bancos o colecciones locales mediante los dispositivos in-
formaticos (registros locales) que, al efecto, incorporaria el sistema de informacién de la
red y de la gestion, asi como la coordinacién de las solicitudes de material que a ella se
dirijan. Los bancos o colecciones de cada centro deberian tener autonomia para la ges-
tién de sus muestras con el compromiso de ceder material en caso de requerirse para
solicitudes no asumibles por otro banco o coleccién local. El nodo de coordinacion de la
red debe velar por la participacién de todos los bancos en la cesiéon de material.

Habitualmente, cualquier investigador perteneciente a una red de trabajo podra soli-
citar muestras al banco o a la unidad de coordinacién de una red cooperativa. Aunque
para cada banco los requisitos pueden cambiar, éstos incluyen que el proyecto tenga
viabilidad cientifica, técnica y ética. Para ello, se suele enviar con la solicitud una me-
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moria explicativa del proyecto, que se somete a una evaluacién andénima por pares.
Esta ultima no es necesaria si se trata de un proyecto que cuenta ya con la aprobacion
de la Agencia Nacional de Evaluacién y Prospectiva (ANEP) u otra agencia nacional de
evaluacion. En el caso de que la solicitud se haga al nodo coordinador de una red coo-
perativa, sera responsabilidad del mismo localizar en la base de datos un nimero su-
ficiente de casos que relunan las caracteristicas previstas en el proyecto, asi como su
envio al equipo investigador. Ademas, sera preciso légicamente el informe favorable
del Comité Etico de Investigacion Clinica (CEIC) correspondiente.

En el sistema informatico de cada banco debe quedar constancia de las solicitudes
recibidas, del curso que han seguido y del resultado obtenido (aprobada, rechazada).
Asimismo, debe quedar un registro de las transacciones realizadas con las muestras,
del destino que han tenido, asi como de su uso, para asegurar una perfecta trazabili-
dad de cada muestra.

La oficina central de una red cooperativa puede emitir documentos para avalar la dis-
ponibilidad de cierto tipo de muestras con el fin de lograr financiaciéon de cualquier
agencia de investigacion, aunque el envio de muestras no tendra lugar mientras no se
cumplan los requisitos expresados en el parrafo anterior.

Por los mismos fundamentos juridicos, tampoco podra cobrarse una contrapresta-
cién cuando se cedan las muestras a otros investigadores, pero si podra exigirse el
pago de los gastos de transporte y conservacion de la muestra.

6.3. Aplicacién de los principios de proteccidén de datos
de caracter personal en la cesion de las muestras

La cesidn de las muestras es su transferencia a una persona distinta de aquella que se
encargo de la obtencién. El articulo 7 de la LOPD prevé que el tratamiento de los datos
de caracter personal relativos a la salud, que incluye la cesion de los mismos, se lleve a
cabo con consentimiento expreso, salvo los casos previstos en la Ley.

El consentimiento expreso para la cesion de datos de caracter personal relativos a la sa-
lud es preciso incluso cuando la misma tenga fines histéricos, estadisticos o cientificos.
En efecto, a pesar de las excepciones previstas para el régimen general de tratamiento de
datos, segun las cuales no se precisa consentimiento expreso cuando se traten datos con
aquellas finalidades (articulo 11 de la LOPD), se ha de tener en cuenta que los datos rela-
tivos a la salud son objeto de un régimen especifico, que es el establecido en el articulo 7.

Asi pues, cuando una muestra donada para investigaciéon vaya a ser cedida por parte
de quien la recibié (un investigador o un biobanco) a un tercero, se debe recabar el con-
sentimiento expreso previo del sujeto fuente.

Ahora bien, no parece que existan argumentos juridicos para descartar que el sujeto
pueda otorgar un consentimiento general para cualquier cesion siempre que tenga por
objeto la utilizacion de la muestra con la misma finalidad que la que justificé el con-
sentimiento que pudiera manifestarse en el momento de la donacién. Se ha de tener



presente, en este caso, que subsisten todos los derechos del sujeto a los que se ha he-
cho referencia, entre los que cabe destacar: en primer lugar, todos los implicados
estan obligados por el deber de secreto; en segundo lugar, el sujeto tiene derecho de
acceso a cualquier informacion que se obtenga, ya sea por el destinatario de su dona-
cién o por el tercero que la recibio tras una cesién; en tercer lugar, tiene derecho de re-
vocacion del consentimiento con los efectos correspondientes, que se extenderan en
su caso a las actividades del tercero que la recibi6 tras la cesion.

El consentimiento para la cesién prestado en estos términos es compatible con la
obligacién de que el sujeto conozca la finalidad para la que se destinaran los datos cuya
comunicacion se autoriza o el tipo de actividad de aquel a quien se pretenden comu-
nicar, establecida en el articulo 11.3 de la LOPD.

7. PROCESAMIENTO. IMPLICACIONES
JURIDICAS DEL USO DE LA MUESTRA

Si el sujeto fuente de la muestra no ha prestado su consentimiento expreso para que
este material se utilice con fines de investigacion (por ejemplo, si se trata de muestras
de un fallecido o de muestras obtenidas unicamente con finalidad clinica), segun el or-
denamiento juridico vigente la muestra ha de anonimizarse, puesto que no cabe pre-
suncién para obtener datos de caracter personal relativos a la salud, ni se pueden ob-
tener sin el consentimiento de investigacion cientifica. Incluso tratandose de fallecidos,
el caracter compartido de los datos genéticos (en funcion de lo cual la muestra “sopor-
ta informacion” de los familiares vivos) y la persistencia en la proteccion de algunos de-
rechos son argumentos para sostener esta postura.

En efecto, existen limites para acceder a la informacién sobre la salud de los falleci-
dos que solo se permitira cuando exista un interés vital o el que lo pretenda sea un fa-
miliar, siempre que no constara una posicion contraria y, tras el fallecimiento, subsis-
ten las acciones civiles en defensa del honor y la intimidad. En este sentido, si se po-
dra analizar la muestra identificada de un fallecido cuando quede justificado por el be-
neficio clinico que pudiera reportar a sus familiares.

Por el contrario, en el caso de que el sujeto preste expresamente su consentimiento
para la utilizacién de su muestra en investigacién biomédica, no hay impedimento para
asociar a su identidad la muestra misma y los datos que se obtengan.

La cuestion es determinar en qué términos se debe expresar dicho consentimiento,
coémo ha de interpretarse la obligacién de informacion previa y cual ha de ser su preci-
sién. En definitiva, se trata de averiguar si una muestra puede ser donada para cual-
quier investigacion o el consentimiento ha de ser expreso para un determinado proyec-
to. Lo que parece apropiado es que el CEIC valore si la finalidad de la obtencion de la
muestra bioldgica se ha establecido en unos limites razonables.

Lo recomendable es que se solicite el consentimiento en los términos mas especifi-
cos posibles. No quedan totalmente cerradas otras posibilidades (al menos en el ac-
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tual marco juridico) si se cumplen determinados requisitos, en funcién de los cuales
sea proporcional la proteccion del derecho del sujeto a la proteccién de sus datos con
el fin que se persiga:

¢ Se debe justificar la utilidad cientifica de manera mas rigurosa cuanto mas genéri-
co sea el consentimiento.
¢ Se ha de garantizar que el sujeto de la muestra tiene la posibilidad de revocar el
consentimiento y la consecuente destruccidén o anonimizacion de la muestra.

¢ Se debe solicitar siempre consentimiento especifico cuando se trate de determina-
das categorias de investigacién en funcién del criterio de un Comité Etico de Inves-
tigacion Clinica encargado de revisar estas investigaciones, por ejemplo, aquellas
que indaguen en determinadas caracteristicas de un grupo étnico o tendencias de
comportamiento.

El consentimiento habra de precederse de la informacién pertinente. Esta informa-
cion deberia incluir el caracter voluntario de la obtencién de la muestra, el caracter
voluntario del andlisis, la informacién que podria derivarse del analisis (en general),
el uso que se hara de esta informacion, el derecho del sujeto de acceder a la infor-
macion que se obtenga referida a él mismo, el derecho a la confidencialidad de los
resultados, el derecho a que se anonimice la muestra, el derecho a consentir a las
cesiones, la advertencia sobre la importancia de los resultados de los andlisis para
familiares, y la disponibilidad de consejo genético, cuando proceda. Si el consen-
timiento se prest6 especificamente para una investigacién concreta, no es valido
para otra, aunque esté directamente relacionada con la primera. Ahora bien, el con-
sentimiento del sujeto para el tratamiento de sus datos (es decir, para la utilizacién
de la muestra) engloba otros tratamientos en las mismas circunstancias y con los
mismos fines. Esto es, el consentimiento para una investigacion con una determi-
nada metodologia engloba la utilizacién de otros métodos en la misma investiga-
cién (hay que tener en cuenta que las técnicas de investigacion y, en concreto, de
analisis molecular, evolucionan vertiginosamente, lo cual hace muy dificil informar
con exactitud de las investigaciones que se van a efectuar sobre la muestra en po-
cos afnos).

En cuanto a la licitud de solicitar consentimientos mas genéricos no se ha resuelto
especificamente este aspecto en el ordenamiento juridico espafol por el momento. Por
una parte, hay que recordar que el articulo 3.h) de la LOPD define el consentimiento del
interesado como “toda manifestacién de voluntad, libre, inequivoca, especifica e infor-
mada, mediante la que el interesado consienta el tratamiento de datos personales que
le conciernen”.

Es cierto que la especificidad se refiere a que la voluntad del sujeto se dirija a un des-
tino concreto y, por consiguiente, se descarten otros (especificidad es distinguir una
especie de otra): si se consiente el tratamiento para investigacion cientifica, se estan
excluyendo otros propositos, como por ejemplo la publicidad, de manera que se espe-
cifica el destino de los datos.

Por otra parte, para la participacién en investigacién el consentimiento se debe ob-
tener para cada estudio de forma especifica. Asi lo prevé la Ley 41/2002 (articulo 8.3:



“El consentimiento escrito del paciente sera necesario para cada una de las actuacio-
nes especificadas en el punto anterior de este articulo, dejando a salvo la posibilidad
de incorporar anejos y otros datos de caracter general, y tendra informacion suficien-
te sobre el procedimiento de aplicacidn y sobre sus riesgos”), el articulo 7 del Real De-
creto 223/2004 sobre ensayos clinicos, que prevé el consentimiento tras haber enten-
dido los objetivos y otras circunstancias del ensayo concreto, y el articulo 16.v) del Con-
venio de Oviedo (“No podra llevarse a cabo investigacién alguna en una persona a me-
nos que se cumplan las condiciones siguientes: (...) v) que el consentimiento a que se
refiere el articulo 5 sea otorgado expresa, especificamente y por escrito. Este consen-
timiento puede ser libremente revocado en todo momento”).

Sin embargo, el fundamento de dicha exigencia es que en estos supuestos se lleva
a cabo una injerencia en la integridad que se justifica mediante aquella declaracion de
voluntad, mientras que en el caso del que nos ocupamos parece que los posibles ries-
gos para el individuo se limitan a su derecho a la proteccion de datos de caracter per-
sonal y no se ven implicados otros que si cobran relevancia cuando se trata de una ex-
perimentacion o una investigacion in vivo en las cuales la salud del paciente puede ver-
se directamente afectada.

En el caso de la muestra, el consentimiento genérico para su utilizacion representa
no sélo la utilizacion de unos datos concretos conocidos por su titular, sino la poten-
cial obtencion de toda la informacién genética.

Es cierto que el consentimiento para que de una muestra se pueda obtener cualquier
informacion genética en cualquier investigacion cientifica (potencialmente toda la relati-
va a un sujeto) parece, en principio, una pérdida demasiado extensa de control de datos
de caracter personal por parte del sujeto y una opcion desproporcionada.

Lo que parece apropiado, en conclusién, es que el investigador redacte el modelo de
consentimiento segun las necesidades y objetivos de su trabajo, y opte por la alterna-
tiva que le resulte mas apropiada: consentimiento a la investigacién para un estudio
determinado, consentimiento a la investigacién para un estudio determinado con la po-
sibilidad de futuros consentimientos para otros proyectos, consentimiento a la investi-
gacion con la muestra disociada para cualquier estudio, o bien consentimiento mas ge-
nérico para la investigacion con la muestra no anonimizada, en los términos y condi-
ciones sefialadas mas arriba.

Es recomendable que los investigadores valoren la utilidad de las muestras para el fu-
turo una vez que acabe el proyecto para el cual se recogieron, y tengan en cuenta esta
circunstancia a la hora de recabar el consentimiento de los participantes.

8. PRACTICAS DE SEGURIDAD

El empleo de células o tejidos humanos implica un posible riesgo de transmision de
patégenos. Todas las muestras con reconocida capacidad infecciosa deben llegar al
banco debidamente identificadas como tales para la toma de medidas especiales de

89



manipulacién o almacenamiento, entre otras, o incluso para que se rechacen si el ban-
CO Nno se encuentra preparado para asumir los riesgos inherentes a estas muestras. No
obstante, en ocasiones resulta imposible conocer la posible capacidad infecto-conta-
giosa de las muestras. Por ello, este material ha de ser siempre manejado con las ma-
ximas precauciones.

En cualquier caso, es preciso observar determinadas medidas de seguridad que pro-
tegen a las personas que las manejan y evitan la contaminacién. En este sentido, las
normas exigen ciertas condiciones de trabajo, de proteccion de las muestras y de tra-
tamiento de los residuos.

8.1. Condiciones de trabajo

De forma rutinaria, es necesario mantener los cuidados necesarios para evitar estas
contaminaciones: usar guantes e indumentaria de laboratorio; mantener la indumenta-
ria de laboratorio exclusivamente en el mismo y no usarla fuera de éste; en el caso de
trabajar en cabina, hacerlo en el tipo de flujo vertical y desinfectar periddicamente la
zona de trabajo. Si se trabaja con células contaminadas, es necesario seguir la norma-
tiva especifica establecida en su caso.

Es preciso observar las precauciones necesarias en funcion de las condiciones de
trabajo, por ejemplo, los operarios de los sistemas de almacenamiento con nitrégeno
liquido —un elemento potencialmente dafino dada la posibilidad de causar congelacion
instantanea de zonas corporales expuestas accidentalmente— deben llevar guantes es-
peciales, pantallas oculares o gafas protectoras, asi como ropa protectora.

Se deben observar las normas establecidas en los siguientes textos legales:

e | ey 31/1995, de 8 de noviembre, de Prevencion de Riesgos Laborales y Ley 54/2003,
de 12 de diciembre, de reforma del marco normativo de la prevencién de riesgos
laborales.

¢ Real Decreto 39/1997, de 17 de enero, por el que se aprueba el Reglamento de los
Servicios de Prevencion.

¢ Real decreto 664/1997, de 12 de mayo, sobre proteccion de los trabajadores con-
tra riesgos relacionados con la exposicion a agentes biolégicos durante el trabajo.

e Directiva 2000/54/CE del Parlamento Europeo y del Consejo, de 18 de septiembre
de 2000, sobre proteccion de los trabajadores contra los riesgos relacionados con
la exposicién a agentes biolégicos durante el trabajo.

¢ Real Decreto 773/97, de 30 de mayo, sobre disposiciones minimas de seguridad
y salud relativa a la utilizacién por los trabajadores de equipos de proteccion in-
dividual.

8.2. Proteccidén de las muestras
Las muestras se deben almacenar en zonas de acceso restringido con el fin de mi-

nimizar la posibilidad de contaminacion del personal y del ambiente, asi como de ase-
gurar las condiciones de calidad.



Los congeladores donde se almacenan las muestras deben estar cerrados con llave
y en habitaciones con control de acceso fisico (llave, tarjeta magnética, etc.). Para evi-
tar el deterioro de las muestras por descongelaciones imprevistas, como un corte en
el circuito eléctrico, por ejemplo, se debe colocar siempre el congelador conectado a
un sistema con grupo electrégeno. El almacenamiento en congeladores de nitrogeno
liquido se debe realizar utilizando viales que soporten las bajas temperaturas del me-
dio sin romperse. En caso de rotura, se ha de vaciar el recipiente, dejar que el nitrége-
no liquido se evapore y proceder a su limpieza.

Se ha de tener en cuenta la siguiente legislacion:

¢ Real Decreto 255/2003, de 28 de febrero, por el que se aprueba el Reglamento so-
bre clasificacion, envasado y etiquetado de preparados peligrosos.

¢ Real Decreto 363/1995, de 10 de marzo, por el que se aprueba el Reglamento so-
bre la declaracion de sustancias nuevas y clasificacién, envasado y etiquetado de
sustancias peligrosas, y Real Decreto 99/2003, de 24 de enero, que lo modifica.

¢ Real Decreto 379/2001, de 6 de abiril, por el que se aprueba el Reglamento de
almacenamiento de productos quimicos y sus instrucciones técnicas comple-
mentarias.

8.3. Tratamiento de residuos

8.3.A. Segun el tipo de residuo

En funcién del tipo de residuo se procedera de la siguiente manera.
A.1. Residuos biolégicos asimilables a los urbanos

Habitualmente, se trata de materiales sélidos no cortantes ni punzantes, como pa-
peles, guantes, plasticos, gasas, etc., contaminados con sangre y fluidos biologicos.
Para la recogida de estos residuos se recomienda el uso de bolsas de 220 mg/cm? de
galga, en contenedores de basura especiales. Su eliminacion se efectuara como resi-
duos asimilables a los urbanos.

A.2. Residuos sdlidos bioldgicos especiales

Tienen un potencial infeccioso superior a los residuos solidos urbanos. La gestion de
estos residuos se realizara conforme a lo establecido en la Ley 10/1998, de 21 de abril,
de Residuos, y su normativa de desarrollo. En este tipo de residuos se incluyen mate-
riales punzantes y cortantes, como agujas, hojas de bisturi, restos de vidrio roto, etc.,
que han estado en contacto con sangre y fluidos biolégicos o con material proceden-
te de actividades microbiologicas. Estos residuos especiales se deben acumular sepa-
radamente de todos los demas tipos en envases exclusivos rigidos, impermeables e
interiormente inaccesibles. Estos envases son de un solo uso y, una vez cerrados, no
se pueden volver a abrir. Han de mantenerse intactos hasta su recogida, evitando pre-
siones y golpes que puedan afectar su integridad durante su almacenamiento o trans-
porte. Su eliminacioén final se debe realizar por una entidad autorizada.
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Residuos sélidos procedentes de cultivos microbiolégicos no patégenos: estan cons-
tituidos por placas de Petri, tubos de ensayo, matraces, etc., que contienen medio s6-
lido de cultivo. Estos residuos se colocan en bolsas resistentes al autoclave para su es-
terilizacién con este medio. Una vez realizada la operacion, los residuos se recogen por
el personal encargado de esta actividad.

A.3. Residuos bioldgicos liquidos

Se inactivan con lejia de uso doméstico (hipoclorito sédico al 10%) durante 30 minu-
tos, pudiéndose eliminar a continuacion por el desagle. Conviene precisar que el uso
indiscriminado de lejia puede provocar contaminacién ambiental. La disolucién de le-
jla doméstica aqui indicada es suficiente, pero no se deben utilizar disoluciones mas
concentradas.

8.4. Listado de medidas preventivas

Las medidas preventivas que se han de tomar en la realizacion de cualquier opera-
cién que se lleve a cabo en un laboratorio de biotecnologia o de tipo biolégico (culti-
vos, centrifugaciones, analisis, etc.) son las siguientes:

1) Precauciones generales relativas al local:

- Establecer normas de seguridad en el trabajo de cada laboratorio acordes a sus
caracteristicas.

- Implicar a todo el personal del laboratorio en el cumplimiento de las normas de
seguridad que se dictaminen.

- Limitar el acceso al laboratorio, permitiendo la entrada unicamente al personal
autorizado.

- Senalar el riesgo biolégico en todas las areas de los laboratorios catalogados de
nivel de contencion 2 en adelante.

- Limpiar y desinfectar diariamente todas las superficies de trabajo, asi como cuan-
do se produzca un derrame.

- Mantener el laboratorio limpio y ordenado, y evitar utilizar los pasillos como al-
macén. Siempre debe quedar un espacio libre no inferior a 120 cm para poder
evacuar el local en caso de emergencia.

2) Precauciones durante el desarrollo del trabajo:

- Evitar el empleo de libros y material de escritorio en el area de trabajo, ya que el
papel contaminado es dificil de esterilizar.

- Esta rigurosamente prohibido pipetear con la boca. El pipeteo se llevara a cabo
con dispositivos especialmente disefiados al efecto, para cuyo uso correcto se
entrenara adecuadamente al personal.

- Ha de limitarse el uso de agujas hipodérmicas y jeringas, debiendo utilizarse uni-
camente las unidades ya montadas.

- No debe volver a ponerse la capucha a las agujas y éstas no deben ser dobladas
ni separadas de la jeringa.

- Las agujas y jeringas usadas, asi como los bisturis, se deben desechar Unica-
mente en contenedores especiales disefados para este propdsito.



- Cuando se centrifugue material bioldgico potencialmente infeccioso se deben uti-
lizar tubos cerrados. La centrifuga ha de disponer de rotores o cestillos de segu-
ridad que eviten la formacién de aerosoles.

- La rotura accidental de un tubo y su vertido en la cubeta representa una inciden-
cia importante que debe ser comunicada inmediatamente al responsable del la-
boratorio y al Servicio de Prevencién de Riesgos Laborales; se procedera inme-
diatamente a la desinfeccién segura del equipo.

- No se deben utilizar centrifugas que no dispongan de sistema de cierre de segu-
ridad, ni manipular tales equipos de forma que puedan abrirse mientras estan en
funcionamiento y formar aerosoles.

- Si el laboratorio dispone de ultracentrifugas, es fundamental llevar a cabo el equi-
librado cuidadoso del rotor.

- Los derrames y accidentes, como cortes y pinchazos, deben ser informados in-
mediatamente al responsable del laboratorio y al Servicio de Prevencién de Ries-
gos Laborales; asimismo, deben constar por escrito.

3) Reglas de higiene personal:

- Cubrir heridas y lesiones con apdsitos impermeables antes de comenzar el tra-
bajo. Si las lesiones no pueden cubrirse adecuadamente, no deben exponerse
hasta que curen.

- Retirar anillos y otras joyas.

- Evitar el contacto de la piel con materiales potencialmente infecciosos. Para ello,
cuando se manipulen muestras que contengan posibles agentes patdgenos, se
deberan usar guantes de latex o de silicona, que se retiraran siempre antes de
salir del area de trabajo.

- Jamas se abandonara el laboratorio con los guantes puestos ni se cogera con
ellos el teléfono.

- Tras quitarse los guantes, se procedera al lavado de las manos mediante jabo-
nes antisépticos.

- Usar gafas protectoras y mascarillas faciales si existe riesgo de salpicaduras o
de formacion de aerosoles.

- No se deben usar lentes de contacto.

- No se debe comer, beber o fumar, asi como tampoco aplicarse cosméticos en
las areas de trabajo. Asimismo, queda prohibido guardar alimentos o bebidas
en las citadas areas.

- El personal con el cabello largo debe llevarlo recogido.

9. EXPLOTACION DE LOS RESULTADOS
DE LA INVESTIGACION

9.1. La relacion con el paciente

Los aspectos econdmicos o comerciales también estan presentes en relacién con la
donacién de las muestras. Aqui se plantea la cuestion de si la persona de la que pro-
cede la muestra tiene o no derecho a recibir beneficios econdmicos derivados de la co-
mercializacion del farmaco o del producto una vez que ha sido patentado.
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En el problema con la comercializacion estan implicados dos principios bioéticos: en
primer lugar, el principio de altruismo, vigente en la mayoria de las legislaciones sobre
trasplantes de 6rganos (en este sentido, la fuente del tejido o del érgano no puede re-
cibir remuneracion econémica porque se entiende que hace “un regalo” a la ciencia y
a la sociedad); en segundo lugar, el sistema de valores vigente en nuestras sociedades
establece que el cuerpo humano y sus partes no deben ser objeto de transacciéon co-
mercial. La pregunta que surge inmediatamente es si se pueden aplicar estos dos
principios bioéticos tradicionales al marco de la donacion de las muestras para inves-
tigacion.

9.2. El marco juridico aplicable

El marco juridico al que se debe atender para estudiar esta cuestidén esta principal-
mente integrado por la Directiva 98/44/CE, sobre proteccién juridica de invencién bio-
tecnoldgica que fue objeto de transposicidn en el ordenamiento juridico espafol a tra-
vés de la Ley 10/2002, de 29 de abril, que modificé la Ley de Patentes.

También se ha de tener en cuenta el articulo 21 del Convenio de Biomedicina del Con-
sejo de Europa, que establece: “El cuerpo humano y sus partes, como tales, no debe-
ran ser objeto de lucro”, asentado en el principio de la dignidad humana. Los 6érganos
y tejidos, incluida la sangre, no deben ser comprados o vendidos o generar cualquier
ganancia financiera para la persona a quien se le han extraido o para un tercero, ya sea
una persona fisica o juridica como, por ejemplo, un hospital o un centro de investiga-
cién. Sin embargo, los trabajos técnicos, como la toma de muestras, las pruebas, la
esterilizacion, el fraccionamiento, la purificacién, el almacenamiento, el cultivo, el trans-
porte, etc.) que se realizan a partir de los érganos vy tejidos si pueden dar lugar a una
legitima y razonable remuneracioén. De este modo, este articulo no prohibe la venta de
medicamentos que contengan tejido humano que ha sido sometido a un proceso de
elaboracion, siempre que no se venda el tejido como tal. Al mismo tiempo, no impide
que la persona a quien se le ha extraido el tejido reciba una compensacion equitativa
por los gastos que ha sufrido o las pérdidas por el ingreso (en el caso de hospitaliza-
cién), siempre que esa compensacion no constituya una remuneracion.

La Propuesta de Instrumento sobre el uso de materiales bioldgicos humanos alma-
cenados con fines de investigacién del Consejo de Europa en su articulo 8 es fiel al es-
piritu del principio establecido en el articulo 21 del Convenio de Biomedicina. Se reco-
noce que, en muchos casos, los productos biotecnoldgicos se han desarrollado a par-
tir de una muestra bioldgica y, en la mayoria de los casos, resulta dificil cuantificar la
participacidon que esa muestra concreta ha tenido en la consecucion final del produc-
to; por tal motivo, resultaria también dificil determinar la cuantia que le podria corres-
ponder al titular de la muestra en una potencial comercializacion del producto. Para los
redactores de este instrumento es distinto el caso en el que la linea celular “rentable”
se ha conseguido en exclusiva de un individuo, y se plantean que quiza en este caso
si fuera permisible algun tipo de remuneracion. Para evitar comercializaciones del cuer-
po humano y alguna que otra situacién injusta, lo Unico que cabria aplicar seria una
compensacion econémica como en el caso de la donacién de gametos. Ademas, po-
dria resultar muy dificil discernir esa participacién “en exclusiva”.



También la Carta de los Derechos fundamentales de la Unién Europea en su articulo
3.2 prohibe expresamente que el cuerpo humano o las partes del mismo, como tales,
se conviertan en objeto de lucro.

Se ha de considerar que, en el ejercicio de presunciones, I6gicamente se excluye
del consentimiento del sujeto la utilizacién perjudicial de la muestra. Es decir, como
sefala la Recomendacion 3 (1992) del Consejo de Europa, sobre pruebas genéticas
de cribado y fines sanitarios: “Las muestras recogidas con fines médicos o cientificos
concretos no se podran utilizar, sin el permiso de las personas interesadas o las per-
sonas legalmente facultadas para otorgar el permiso en nombre y representacion de
aquéllas, de ninguna manera que pudiera resultar perjudicial para las personas inte-
resadas” (principio 13).

Pero tampoco se puede otorgar el consentimiento para usos que, sin ser estricta-
mente perjudiciales, pudieran representar una injerencia en sus derechos fundamenta-
les. No se debe olvidar que la muestra es un material potencialmente generador, tanto
con fines terapéuticos como reproductivos, y que puede ser objeto de manipulacién
genética. No puede deducirse que el sujeto fuente abandona la muestra para cualquier
uso que se quiera hacer de ella, aunque sea licito, como la reproduccion. Cuando se
pretenda utilizar una parte del cuerpo con estas finalidades, habra que cumplir la regu-
lacion especifica de estos usos y sera preciso un consentimiento expreso.

En funcién de lo anterior, se adelanta que la persona de la que provenga la muestra
nominativa tiene que dar su consentimiento para su almacenamiento, debiendo infor-
mar acerca de dénde y para qué fines se almacena. Ademas, la muestra sélo se podra
utilizar para los fines que justificaron su recogida y se conservara por el periodo nece-
sario para llevarlos a cabo.

Es decir, la muestra es objeto de los principios de la proteccién de datos de caracter
general como un soporte de informacion asimilable en cierto sentido a la historia clini-
ca, a lo que habra de anadir las previsiones legislativas de utilizaciéon de partes del cuer-
po. Siguiendo este criterio, no se podran almacenar muestras de personas identifica-
bles de forma rutinaria tras extracciones quirlrgicas o andlisis de sangre, por ejemplo,
sin una finalidad concreta (sensu contrario, si se considera necesario para la atenciéon
al paciente el almacenamiento estaria justificado).

9.3. ¢ Se puede patentar un producto derivado de una muestra
biolégica?

La Directiva 98/44/CE parte del principio de que el cuerpo humano en los diferentes
estadios de su constitucién y de su desarrollo, asi como el simple descubrimiento de
uno de sus elementos, incluida la secuencia o la secuencia parcial de un gen, no po-
dran constituir invenciones patentables (articulo 5.1). No obstante, la propia directiva
reconoce que es necesario indicar que no queda excluida la posibilidad de patentar las
invenciones susceptibles de aplicacion industrial que se refieran a un elemento aisla-
do del cuerpo humano o producido de otra forma mediante un procedimiento técnico,
aun en el caso de que la estructura de este elemento sea idéntica a la de un elemento
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natural, dando por sentado que los derechos de la patente no pueden abarcar el cuer-
po humano o sus elementos en su entorno natural. Por lo tanto, no queda excluida la
posibilidad de patentar dicho elemento aislado del cuerpo humano o producido de otro
modo, puesto que es el resultado de procedimientos técnicos que lo han identificado,
purificado, caracterizado y multiplicado fuera del cuerpo humano, técnicas que sélo el
ser humano es capaz de desarrollar y que no se presentan espontaneamente en la na-
turaleza.

Cuando se conceda una patente sobre una invencion derivada de una muestra bio-
l6gica, se han de cumplir los tres requisitos clasicos de patentabilidad, a saber, la no-
vedad, la actividad inventiva y la aplicacion industrial, y en estos casos el texto de la
directiva exige que la aplicacion industrial (utilidad) se debera indicar de forma concre-
ta en la solicitud de patente tal y como haya sido presentada. Cualquier clase de inven-
cién, ademas de cumplir con estos requisitos, ha de ser sometida a otros controles de-
nominados tradicionales en el derecho de patentes, puesto que en definitiva contienen
las excepciones clasicas en el derecho de patentes: en primer lugar, que su publica-
cién o explotacién no sea contraria al orden publico o a las buenas costumbres (arti-
culo 53 del Convenio de la Patente Europea); y, en segundo lugar, que su objeto no re-
caiga en una variedad vegetal, en una raza animal o en un procedimiento esencialmen-
te biolégico de obtencién de vegetales o de animales —articulo 53.b) del Convenio de
la Patente Europea-.

Desde el punto de vista eticocultural, la cultura europea ha venido considerando la
existencia de limites a la patentabilidad o a la proyeccién de derechos econémicos so-
bre el cuerpo humano orientados al respeto de la dignidad humana. Basandose en esto,
las legislaciones internacionales, europeas y nacionales sobre patentes aluden a ello
mediante la inclusién de clausulas excluyentes con referencias al “orden publico”, las
“buenas costumbres” e incluso la “moralidad”. Los conceptos de orden publico y de
buenas costumbres son conceptos juridicos indeterminados, estandares juridicos que
se deben interpretar conforme a las reglas habituales en cada ordenamiento positivo,
pero que en definitiva acogen entre otros contenidos la barrera de caracter ético; asi-
mismo, conviene aclarar que, como se trata de conceptos que son excepciones a la
patentabilidad, se han de interpretar de manera restrictiva y no expansiva.

Tras la aprobacion de la Directiva 98/44/CE, se establece una lista orientativa de las
invenciones no patentables con la finalidad de proporcionar a los jueces y a las ofici-
nas nacionales de patentes una guia para interpretar la referencia al orden publico o las
buenas costumbres, si bien no se puede pretender que la misma sea exhaustiva.

Esta lista orientativa sefiala excluidos de patente:

¢ | os procedimientos de clonacion de seres humanos.

¢ | os procedimientos de modificacion de la identidad genética germinal.

e | a utilizacion de embriones humanos con fines industriales o comerciales.

¢ | os procedimientos de modificacién de la identidad genética de los animales que
supongan, para éstos, sufrimientos sin utilidad médica sustancial para el hombre o
el animal y los animales resultantes de tales procedimientos.



Por lo tanto, nada se dice sobre la prohibiciéon de patentar un producto derivado de
una muestra bioldgica, siempre que el mismo cumpla con los tres requisitos de paten-
tabilidad y no sea contrario al orden publico ni a las buenas costumbres y que, ade-
mas, su objeto no recaiga sobre una variedad vegetal, una raza animal o un proce-
dimiento esencialmente bioldgico de obtencion de vegetales o de animales. No se
puede pasar por alto que se han realizado avances decisivos en el tratamiento de las
enfermedades, merced a la existencia de medicamentos derivados de elementos ais-
lados del cuerpo humano y/o producidos de otro modo, de medicamentos que son pro-
ducto de procedimientos técnicos destinados a obtener elementos de una estructura
similar a la de los elementos naturales que existen en el cuerpo humano; por consi-
guiente, conviene fomentar, mediante el sistema de patentes, la investigacion condu-
cente a la obtencidn y el aislamiento de los elementos valiosos para la produccién de
medicamentos.

De todos modos, la patente de invencidn no autoriza a su titular a dar aplicacién a la
invencioén, sino que se limita a conferirle el derecho de prohibir a terceros su explota-
cién con fines industriales y comerciales y que, por lo tanto, el derecho de patentes no
puede sustituir ni dejar sin efecto las legislaciones nacionales, europeas e internacio-
nales que fijan, en su caso, limitaciones o prohibiciones, o0 que organizan el control de
la investigacion y de la utilizaciéon o comercializacion de sus resultados, especialmen-
te en relacion con los requisitos de salud publica, seguridad, proteccién del medio am-
biente, proteccion de los animales, conservacion de la diversidad genética y respeto
de determinadas normas éticas.

9.4. La cuestion del consentimiento como posible requisito
de patentabilidad

Teniendo en cuenta la legislacion sobre la proteccion juridica de las invenciones
biotecnoldgicas, en concreto la Directiva 98/44/CE, su considerando 26 trata sobre
la necesidad de consentimiento informado en las patentes que contengan materia
bioldgica de origen humano y establece que “cuando se presente una solicitud de
patente de una invencidn que tiene por objeto una materia biolégica de origen huma-
no o que utiliza una materia de este tipo, la persona a la que se le hayan realizado las
tomas debera haber tenido ocasion de dar su consentimiento libremente y con la de-
bida informacion sobre dichas tomas, de conformidad con el derecho nacional”.

Si bien es cierto que los considerandos de las directivas no tienen valor normati-
vo, si que resultan de gran consideracion para la interpretacién de las normas con-
tenidas en el texto legal. En efecto, el consentimiento no podra exigirse como con-
dicién de patentabilidad de la invencién, asi como tampoco su falta o inexactitud
afectara a la validez de la patente ya concedida, pero su ausencia hubiera sido cri-
ticable si se tiene en cuenta toda la problematica surgida en los EE.UU. en el caso
Moore contra el rectorado de la Universidad de California que se comenta mas ade-
lante. Ni la directiva ni las legislaciones nacionales de transposicion han querido ha-
cer del consentimiento una condicion para la patentabilidad, sino s6lo un instrumen-
to eficaz para imponer de forma concreta la practica del consentimiento libre e in-
formado.
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En la practica, el equipo de investigacidn que trabaja con la muestra suele descono-
cer su origen, por lo que estas exigencias deberan cumplirse en el momento de rea-
lizar la toma conforme a la legislacién vigente. Esto no impide que la persona que
hubiera sido objeto de toma de muestras sin su consentimiento pudiese pedir respon-
sabilidades a quienes efectuaron la extraccion sin su consentimiento, pero no en el am-
bito derivado del beneficio econdmico producido por la patente del producto realiza-
do a partir de su muestra, puesto que la ausencia de este consentimiento no podra ser
una causa de nulidad de la patente.

Respetar el consentimiento libre e informado del sujeto fuente implica dar una infor-
macion precisa, especialmente acerca de la eventualidad de una solicitud de patente.
Esto significa que el sujeto debe conocer la posibilidad de que, a partir de la parte de
cuerpo que dona, aunque sea informacioén genética, cabe la posibilidad de desarrollar
una patente si se llegara a desarrollar una invencién que cumpliera todos los requisi-
tos de patentabilidad. El problema es complejo, porque significa que alguien consigue
un beneficio econémico a través de la patente a partir o con la colaboracion de un acto
fundamentalmente altruista.

9.5. La propiedad de la patente del producto derivado
de la muestra: la distribucion de beneficios econémicos

Formalmente, el titular o titulares de la patente son los que han instado la solicitud de
inscripcion del registro correspondiente ante la oficina de patentes. Esta titularidad da to-
dos los derechos que otorga la concesion de la patente, de caracter patrimonial, y en
principio se identifica la titularidad con la personalidad del solicitante o solicitantes.

Otro aspecto es que el inventor tiene el derecho moral de ser designado como tal in-
ventor en la solicitud de registro de la patente, con independencia de quién sea su ti-
tular o solicitante.

La legitimacion para presentar solicitudes de patentes nacionales o europeas recae
sobre cualquier persona natural o juridica y cualquier sociedad asimilada a una perso-
na juridica, en virtud de la legislacién que le sea aplicable. Por lo tanto, pueden solici-
tarla el inventor (o coinventores) o sus causahabientes (en caso de fallecimiento del in-
ventor). Si el inventor es un empleado de una empresa y la invencién se realiza por el
trabajador durante la vigencia de su contrato, o bien relacién de trabajo o de servicios
con la empresa que sean fruto de una actividad de investigacion explicita o implicita-
mente constitutiva del objeto de su contrato, pertenecen al empresario. El trabajador
autor de la invencién no tendra derecho a una remuneracion suplementaria por su rea-
lizacién, excepto si su aportacion personal a la invencion y la importancia de la misma
para la empresa exceden de manera evidente del contenido explicito o implicito de su
contrato o relacion de trabajo. Este principio aparece recogido en la Ley Espafiola de
Patentes de 1986 (articulo 15), pero se trata de un principio practicamente aceptado
en la mayoria de las legislaciones de nuestro entorno.

Si el trabajador lo es de un centro publico de investigacion en Espafia, existe desde
el afo 2002 una normativa especifica: Real Decreto 55/2002, que establece el régimen



de explotacién y cesidn de las invenciones realizadas en determinados entes publicos
de investigacion como el CSIC y el Instituto de Salud Carlos lll (entre otros) por los fun-
cionarios o por el personal contratado en régimen de derecho laboral por los mismos
organismos que, asimismo, desarrollen actividades de investigacién. En estos casos,
corresponde a los organismos publicos de investigacion la titularidad de las invencio-
nes realizadas por el personal investigador como consecuencia de las actividades desa-
rrolladas en el ambito especifico de sus funciones. El personal investigador que lleve a
cabo cualquier invencion estara obligado a comunicar inmediatamente tal circunstan-
cia al director o presidente del organismo, una vez obtenidos los correspondientes re-
sultados.

Asimismo, cuando se obtengan beneficios de la explotacion de los derechos citados,
conforme a ley correspondera un tercio para el autor o autores de la invencion y un ter-
cio se distribuira de acuerdo con los criterios que establezca el consejo rector del or-
ganismo, teniendo en cuenta la importancia y trascendencia de la patente, los benefi-
cios que pueda generar y la participaciéon o colaboracién de personal distinto al autor
o autores de la invencion. De este modo, se persigue incentivar la investigacion en los
centros publicos de investigacion.

El derecho de propiedad en la patente deriva del acto de invencion. En el caso de las
invenciones que contienen muestras bioldgicas, el acto de la invencidén corresponde a
quien extraiga, purifique o manipule la muestra por algin medio que suponga actividad
inventiva, y esta intervencion es la que confiere el derecho a solicitar la invencién.

9.6. La comercializacion de las muestras

Es evidente que se pueden producir actos de disposicidn del propio cuerpo que, en
ocasiones, incidiran o no sobre la integridad del mismo; parece que, en principio, el dis-
ponente queda excluido del beneficio econémico, consecuencia de la extracomercia-
lidad del cuerpo humano y de la negacién de un genuino derecho de propiedad sobre
el mismo.

Se parte del principio de que la muestra es una cosa, pero se ha de dejar estableci-
do de forma clara que el reconocimiento de este derecho patrimonial no implica la co-
mercializacién de la muestra sin restricciones; en efecto, se podran poner limitaciones
en funcién de su origen humano y de la diferencia entre unas partes del cuerpo y otras.
Estas estan debidamente reflejadas en el articulo 5 del Cédigo Civil italiano, segun el
cual son licitos los actos de disposicidn del cuerpo que no impliquen ni resulten con-
trarios a la ley, al orden publico o a las buenas costumbres.

Todos los Estados miembros de la UE siguen el principio de que las donaciones de
tejidos humanos han de ser gratuitas, segun el ejemplo de la sangre. Sin embargo, el
donante recibe compensaciones por las molestias causadas en la extraccion del teji-
do (por ejemplo, gastos de viaje, etc.). A este respecto, caben dos posturas diferentes:

1) Quienes mantienen que por razones de justicia, cuando del tejido se derive una
fuente de ganancia, el donante deberia ser pagado. De este modo, mantienen que la
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remuneracién a los donantes podria incrementar el suministro de tejidos. Lo que si
parece cierto es que el tratamiento y la transformacion de tejidos implica una serie
de costes que podrian justificar su venta comercial, al igual que los derivados de la
sangre. La comercializacién de tejidos humanos tiene la ventaja agregada, seguin sus
defensores, de ser una industria alentadora para invertir en areas que produciran una
mayor oferta de tejidos en el mercado. Este argumento podria ser defendible en re-
lacidn con tejidos “disefiados” que requieren técnicas sofisticadas de procesos in-
dustriales.

2) La postura contraria —donacion altruista—, basada en la solidaridad, es la que pre-
senta mayores seguidores. Con esta postura se pretende evitar que el ser humano se
convierta en un objeto (como fuente de 6rganos y tejidos), al mismo tiempo que se evi-
ta todo riesgo de explotacion de las clases mas desfavorecidas, ya que podrian esti-
mar la donacién de tejidos exclusivamente por razones econémicas.

Esta ultima postura no evita que la buena disposicién para donar merezca algun tipo
de reconocimiento y apoyo. En efecto, se podria permitir el pago de determinados gas-
tos, como por ejemplo lo establecido por la Comision Nacional de Reproduccion Hu-
mana Asistida de Espafa. Se constata cada vez mas la tendencia a compensar los gas-
tos derivados de la donacién. Habria que cuidar que esta cuantia fuese, en efecto, una
“compensacion” y no una “remuneracion”, para evitar no sobrepasar el principio de no
comercializacion del cuerpo humano y sus partes, ademas de no aminorar el principio
ético de la solidaridad. Este criterio ha sido recogido por el Consejo Nacional de Etica
de Francia y Alemania en su Declaracién Conjunta, de 2 de octubre de 2003. En cual-
quier caso, se debe evitar que las organizaciones de fondos publicos y privados recu-
rran al pago de gastos excesivos.

La solucién propuesta por algunos, como el Grupo Europeo de la Etica, de circuns-
cribir los biobancos a instituciones publicas de salud 0 a organismos que no persigan
beneficios econdmicos, sino que simplemente con el precio de la entrega de los teji-
dos cubran los gastos que ocasione el biobanco, resulta en la practica bastante dificil,
porque las industrias farmacéuticas y biotecnolégicas estan realmente interesadas en
este nuevo sector por los resultados que podrian obtener, e incluso los propios orga-
nismos publicos podrian estar interesados en conseguir algun tipo de beneficio eco-
némico que les permitiese proseguir sus investigaciones y financiar nuevas lineas de
investigacion.

Parece ser que, tal y como se encuentra el estado de cosas sobre esta materiay con
el fin de conseguir un equilibrio que resulte justo entre el sujeto fuente y los terceros
(companias farmacéuticas, biotecnolégicas), lo mas apropiado seria tratar de conse-
guir el aprovechamiento compartido de los beneficios (benefits sharing) en lugar de una
remuneracion individual. En efecto, en este mismo sentido se pronuncia la Declaracién
Internacional sobre los Datos Genéticos Humanos de la UNESCO, en su articulo 19, al
establecer que los beneficios resultantes de la utilizacion de datos genéticos humanos,
datos protedmicos humanos o muestras biolégicas obtenidas con fines de investiga-
cién médica y cientifica deberian ser compartidos con la sociedad, en su conjunto, y
con la comunidad internacional, de conformidad con la legislacién o la politica interna



y con los acuerdos internacionales. Los beneficios que deriven de la aplicacién de este
principio podran revestir las siguientes formas:

® Asistencia especial a las personas y grupos que hayan tomado parte en la investi-
gacion.

e Acceso a la atencion médica.

¢ Nuevos diagnosticos, instalaciones y servicios para dispensar nuevos tratamientos
0 medicamentos obtenidos gracias a la investigacion.

® Apoyo a los servicios de salud.

¢ |Instalaciones y servicios destinados a reforzar las capacidades de investigacion.

¢ Incremento y fortalecimiento de la capacidad de los paises en desarrollo para ob-
tener y tratar datos genéticos humanos, tomando en consideracion sus problemas
especificos.

e Cualquier otra forma compatible con los principios enunciados en esta declaracion.

e Acceso preferencial a terapias desarrolladas en virtud de sus contribuciones al bio-
banco (éste parece ser uno de los criterios mas ampliamente compartidos).

¢ Participacion en terapias, conforme a lo establecido por el HUGO Ethics Commit-
tee en su Statement of benefit-sharing (2000), que demanda la inversion del 1% al
3% de los ingresos netos de la investigacion en fundaciones publicas, por ejemplo,
en la expansion de infraestructuras médicas o de ayuda humanitaria.

De todos modos, el derecho interno y los acuerdos internacionales podrian fijar limi-
taciones a este respecto. Pero, en cualquier caso, parece clara la unanimidad respec-
to del rechazo a la participacion del sujeto fuente en los beneficios econdmicos deri-
vados de la comercializacién del producto obtenido a partir de su muestra biolégica.

10. RECOMENDACIONES )
PARA LA ESTRUCTURACION
Y FUNCIONAMIENTO DE UN BIOBANCO

Existen diez puntos importantes a tener en cuenta que se resumen en la Tabla Ill.
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Recomendaciones para la estructuracioén y funcionamiento de un biobanco

1) Es muy importante que la actividad del biobanco no interfiera en el diagnéstico, porque este ultimo
es la finalidad principal para la que el paciente, de manera habitual, dé su consentimiento

2) Antes de establecer un biobanco, conviene centrar su objetivo (por ejemplo, tumores infantiles, tu-
mores de adultos, sélo carcinomas de mama)

3) Un biobanco es una actividad multidisciplinar que abarca todos los estamentos de un hospital/
centro de investigacion

4) Todos los protocolos técnicos deben quedar escritos. Seria recomendable que estuvieran aprobados
por un comité externo. Los protocolos éticos han de estar supervisados por un CEIC

5) Consideramos obligatoria la obtencién del consentimiento informado para almacenar, ceder e inves-
tigar sobre muestras. Recomendamos que dicho documento esté aprobado por un CEIC

6) En muchas ocasiones, se requiere la anonimizacién de las muestras para preservar la confiden-
cialidad

7) Conviene poner en marcha bases de datos seguras y funcionales que estén de acuerdo con todas
las normas de proteccion de datos de caracter personal

8) Conviene tener en cuenta las condiciones de bioseguridad al disefiar y poner en marcha
una instalacion dedicada a biobanco

9) El personal que trabaja en el biobanco debe tener una formacién especifica y apropiada

10) El mayor rendimiento de un banco de tumores/tejidos se alcanza en el seno de una red cooperativa
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Ill. Gestion de calidad

1. INTRODUCCION

Los biobancos en su situacion actual no se pueden considerar colecciones aisladas
que sirven a un reducido grupo de investigadores, sino que sirven a un sistema cienti-
fico globalizado cuyas necesidades implican comparar los resultados obtenidos en gru-
pos de investigacion muy diferentes con muestras de partida de calidad diversa.

Ello ha llevado a que los biobancos compartan protocolos y establezcan controles
de calidad que les garanticen que hacen las cosas bien. Este aspecto se hace mas evi-
dente cuando se integran en redes de cooperacion, nacionales o internacionales, que
implican compartir muestras entre diferentes biorrepositorios. Para facilitar el trabajo
en red se establecen protocolos de trabajo consensuados o al menos se trata de ar-
monizar protocolos, estableciendo unos niveles minimos de calidad.

Pero, ;qué modo existe de garantizar esos estandares de calidad? O mejor, jcémo
un investigador, que tiene la opcién de solicitar muestras a biobancos diferentes, pue-
de conocer que las muestras que le van a enviar cumplen unos estandares de calidad?
Y no sélo esto, sino que habitualmente los recursos con los que se trabaja, tanto de
personal como de muestras y medios econdmicos, son limitados e incluso escasos.

Por lo tanto, la decision de establecer un sistema de gestién de calidad viene dado
por estos dos condicionantes: 1) garantizar la calidad del producto segun los requisi-
tos que se demanden (el usuario-investigador, el donante de las muestras, la sociedad
o la legislacién); y 2) la mejora continua en todas las actividades de la organizacion.

2. LOS SISTEMAS DE GESTION DE CALIDAD
(SGC) APLICADOS A LOS BIOBANCOS

2.1. Referencias para la implantacién de un SGC

Desde el primer momento en el que se toma la decision de implantar un sistema de
gestion de calidad, se deberian tener presentes dos aspectos:

e Sera una potente herramienta para mejorar la gestion.

¢ E| objetivo sera que la herramienta cumpla su mision y que la gestion mejore
realmente.
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Un sistema de gestion mal disefiado puede no solamente no introducir beneficios,
sino que ademas entorpece la labor diaria. Muchas empresas han sufrido estas ba-
rreras por tener como objetivo principal la certificacion, centrandose en las audito-
rias y olvidando sus procesos internos. Muchas otras han puesto en marcha un sis-
tema flexible, eficaz, que actia como un verdadero motor de la mejora, y que es el
que se debe tomar como referencia.

Sin embargo, con frecuencia, la decisién de implantar un sistema de gestion de ca-
lidad suele estar relacionada con otros objetivos: conseguir la homologacién de
los productos o servicios por parte de un cliente (incluyendo a la administracién) o
aumentar la competitividad en el sector suelen ser las razones iniciales. Directamen-
te vinculada a estos fines, se encuentra la decisidén de obtener un reconocimiento fi-
nal al sistema de gestidn de calidad implantado, como es la certificacion o la acredi-
tacion.

Tras analizar estos comentarios, deberian surgir dos cuestiones:

¢ ; Qué razones llevan a implantar un sistema de calidad?
¢ ; Qué referencias o modelo de gestion se necesitarian para lograr los objetivos plan-
teados?

El siguiente esquema pretende aclarar algunos conceptos basicos, tanto en relacion
con las referencias mas habituales para la implantacion del sistema, como en el reco-
nocimiento a obtener.

1) La norma UNE-EN-ISO 9001:2000:

- Es de aplicacion a cualquier tipo de organizacion.

- Proporciona un modelo de gestion de calidad. Su implantacién es un medio para
demostrar que se proporcionan de forma coherente productos que satisfacen los
requisitos del cliente y los reglamentarios aplicables.

- El reconocimiento a este modelo de gestion es la certificacion, que se obtendra
por parte de las empresas registradoras (certificadoras) que son autorizadas por
la Entidad Nacional de Acreditacion y Certificacion (ENAC) para llevar a cabo esta
actividad.

2) La norma UNE-EN-ISO/IEC 17025:

- Es de aplicacion a los laboratorios de ensayo y calibracion.

- Basada en el esquema de la norma ISO 9001, es el medio para garantizar la com-
petencia técnica de las actividades de ensayo y/o calibracion. El cumplimiento
de los requisitos de esta norma implica el cumplimiento de los requisitos de la
norma ISO 9001, pero no viceversa. Da por tanto un paso mas que la anterior
para el caso de los laboratorios.

- El reconocimiento a esta norma es la acreditacidon, que se obtiene por parte de
la ENAC.

3) La norma UNE-EN-ISO 15189:
- Paralelamente a la anterior, es de aplicacién a los laboratorios de analisis clinicos.



- Proporciona los requisitos particulares relativos a la competencia y la calidad de
los analisis que son desarrollados con el fin de proporcionar informacion para el
diagndstico, la prevencion o el tratamiento de enfermedades en los seres huma-
nos. Al igual que ISO/IEC 17025, este sistema implica el cumplimiento del mode-
lo ISO 9001.

- El sistema implantado segun esta norma es acreditado por la ENAC.

La gestion de la innovacion cuenta también con un referente normativo, la norma UNE
166.002:EX:

¢ Asiste a las organizaciones en la gestion de sus actividades de |+D+l.

¢ Es una norma compatible con ISO 9001, y se puede considerar que da un paso mas
al facilitar, como beneficio afiadido a la anterior, la implantacion de un sistema nor-
malizado para la gestion de la investigacién, desarrollo e innovacién de productos
y procesos.

e Al igual que ISO 9001, es certificable, a efectos de poder garantizar a las partes ex-
ternas, el cumplimiento de sus requisitos.

Otra referencia que se encuentra con frecuencia es el Modelo Europeo de Excelen-
cia de la EFQM (European Foundation Quality Managament). Esta, sin embargo, no es
una herramienta operativa para la gestion como tal, sino un modelo de autoevaluacion
que permite a la empresa situarse en el camino hacia la calidad total, permitiendo el
establecimiento de planes de me-

jora basados en hechos objeti-
vos. Da un paso mas alla que las
anteriores en el camino hacia la
excelencia.

_ 3 Fxcelencia
Calidad total

En esta misma linea se encuen- | Gestion de la calidad

tra el modelo proporcionado por

la norma UNE-EN-ISO 9004:2000,
que se ha desarrollado pensando en ser el siguiente paso a la implantacién de la norma
9001, tal y como su propio titulo indica: “Directrices para la mejora del desempefo”.

Conocer y analizar las diferentes opciones que tiene la organizacién, como punto de
partida y como paso previo a la toma de decisiones, se debe considerar una etapa im-
portante de la planificacion estratégica, en la medida en que esta decisién marca el ca-
mino que se debe seguir y, por tanto, los objetivos que se desea alcanzar.

2.2. Seleccion del modelo UNE-EN-ISO 9001:2000

Las razones por las que se propone aplicar el modelo de gestién recogido en la nor-
ma UNE-EN-ISO 9001:2000 se deducen de lo expuesto en el apartado anterior, basan-
dose en las siguientes conclusiones:

¢ Proporciona un modelo flexible y adaptable a organizaciones que proporcionan tan-
to productos fisicos como servicios.
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¢ Es un modelo facilmente escalable, que permite incorporar desde los requisitos de
los usuarios, hasta los requisitos del resto de las partes interesadas.

e Es el punto de partida para la implantacién de otros sistemas que, persiguiendo ob-
jetivos diferentes, se basan en este mismo esquema.

La experiencia y la madurez de un sistema de calidad segun ISO 9001 facilitara el
crecimiento hacia objetivos posteriores, como la garantia de la competencia técnica
segun ISO/IEC 17025 (cuando aplique la realizaciéon de ensayos) o la gestion de la in-
vestigacioén (cuando aplique la participacion en proyectos).

2.3. Ventajas de la implantacion del SGC segun ISO 9001:2000

Un biobanco, al igual que cualquier otra organizacién, depende de sus clientes
(en este caso investigadores) y, por lo tanto, deberia esforzarse en entender las ne-
cesidades actuales y futuras de estos clientes (y de otras partes interesadas: pro-
motores, la sociedad en su conjunto...) e intentar satisfacer sus requisitos. Un SGC,
segun la norma ISO 9001:2000, lleva a una organizacion a determinar los requisi-
tos de los clientes e incorporarlos a la actividad normal de la organizacion, centran-
dose asi en la busqueda de la satisfaccion del cliente. Esto, ademas de derivar en
un aumento de la fidelidad del cliente, y por tanto en la reiteracién de tratos comer-
ciales con él, conlleva un aumento de la eficacia en el uso de los recursos de la or-
ganizacion.

Para una buena implantacién del SGC, es clave la implicacion de todo el personal
del biobanco, desde la direccién hasta los técnicos de laboratorio, esto conduce a una
mayor motivacion del personal respecto a las metas establecidas por la direccién, lo
que se traduce en un mayor aprovechamiento de las habilidades del personal en be-
neficio de la organizacion y una mayor responsabilidad en el desempefio de sus fun-
ciones.

La norma también promueve una orientacién hacia la gestion de los procesos.
Un mejor resultado en la organizacion se consigue cuando las actividades desa-
rrolladas por el biobanco y los recursos necesarios para ello se gestionan como
un proceso; es decir, cuando existe una interaccién de todas las actividades. En-
tender la organizaciéon como un conjunto ayuda a reducir costes y tiempo en la
realizacion de las actividades y a mejorar los resultados deseados por la organi-
zacion.

Por otra parte, una buena implantacién del sistema obliga a hacer un seguimien-
to y una medicién de los resultados obtenidos basandose en los requisitos esta-
blecidos en la organizacién, no sélo los requisitos del cliente, sino también los
requisitos legales y reglamentarios que le sean de aplicacion. Esta revision del sis-
tema llevara a detectar las areas de mejora y a implantar acciones eficaces para evi-
tar la reaparicién de no conformidades (diferencias entre los requisitos establecidos
y los resultados obtenidos). Todo esto conduce, sin lugar a dudas, a una mejora con-
tinua del sistema. Es decir, ayuda a mejorar la eficacia en todos los aspectos de la
gestion.



3. IMPLANTACION DE UN SGC
SEGUN UNE-EN-ISO 9001:2000
EN BIOBANCOS

El biobanco que decida implantar la norma UNE-EN-ISO 9001:2000 debe tener claro
que el objetivo prioritario no es conseguir la certificacion, sino que se deben plantear
objetivos mas ambiciosos, como puede ser perseguir un cambio real en la gestion del
biobanco, establecer un plan realmente eficaz de mejora continua, dar capacidad de de-
cision al personal, eliminar errores (lo que lleva a una reduccién de costes) y “educar” a
todo el personal en temas de calidad. Todos estos cambios deben ir enfocados a con-
seguir la mejora continua de la organizacion. La certificacion, si se considera necesaria,
debe ser el reconocimiento al hecho de haber alcanzado esta mejora de la organizacion.

Para lograr todo esto, uno de los planteamientos previos que debe hacerse la direc-
cion del biobanco es decidir quién va a ser la persona responsable de coordinar el de-
sarrollo y la implantacién del SGC. En este sentido podrian darse dos casos:

¢ Que el proceso lo coordine una persona perteneciente a la organizacién. Para ello
sera necesario que tenga un gran conocimiento de la norma ISO 9001:2000, por lo
que se debera facilitar la formacion necesaria en caso necesario.

e Acudir a un profesional externo, es decir, contratar los servicios de un consultor.

La seleccién de un consultor adecuado es muy importante para asegurar que el SGC
es eficaz; es decir, que con el SGC implantado se cumpliran los objetivos planificados
en el biobanco. La eleccion de un consultor no excluye que se impliquen totalmente la
direccion y el resto del personal en la implantacién del SGC, ya que éste es un factor
imprescindible en cualquier caso. Debe ser un consultor que tenga experiencia en el
desarrollo y la implantacién de sistemas de calidad en el campo de la investigacion vy,
ademas, el biobanco debe nombrar a un miembro de la organizacion, que conozca per-
fectamente el funcionamiento de la misma, para que colabore estrechamente con el
consultor.

Recientemente, se ha aprobado una norma que puede resultar de utilidad para deci-
dirse a la hora de contratar los servicios de un consultor, la norma UNE-EN-ISO
10019:2005: “Directrices para la seleccion de consultores de sistemas de gestion de
calidad y utilizacion de sus servicios”. Esta norma proporciona una guia sobre el pro-
ceso para evaluar la competencia comprobada de un consultor.

Otro punto a tener en cuenta, antes de implantar el SGC, es que la direccién debe
implicarse totalmente en el desarrollo del sistema e involucrar a todo el personal de la
organizacion. Ademas, la direccion debe estar dispuesta a facilitar todos los recursos
necesarios, técnicos y humanos, tener una vision clara del futuro de la organizacion y
establecer unos objetivos de calidad desafiantes.

Una vez analizado lo anterior, la direccién del biobanco debe valorar el coste que pue-
de suponer a la organizacién implantar el SGC y certificarse. No sélo el coste de las ta-

109



110

rifas del consultor y de las auditorias que realizara la empresa que emita el certificado,
sino también el coste que supone incorporar los recursos necesarios para implantar el
sistema.

Ademas, se debe entender el biobanco como un proceso (un conjunto de activida-
des relacionadas entre si) e identificar las actividades que sean claves en el cumpli-
miento de los objetivos establecidos en la organizacién. Este enfoque implica ciertos
cambios en la estructura organizativa, no se trata de modificar la estructura existente
en el biobanco, sino de empezar a adoptar una estructura de enfoque horizontal en la
que las responsabilidades se asignan a todos los niveles.

Un requisito de la norma ISO 9001:2000 es, como ya se ha comentado anteriormen-
te, la incorporacién, como minimo, de los requisitos del cliente y los legales/reglamen-
tarios. En el caso de los biobancos es interesante incorporar al SGC los requisitos de
otras partes interesadas, por ejemplo, para un biobanco es tan interesante medir la sa-
tisfaccion de los colaboradores que envian las muestras como la de los investigadores
que las solicitan. Se debe asegurar e incrementar la satisfaccion de ambos para lograr
realmente una mejora del desempeno. Otra parte interesada que podria incorporarse
al SGC es la sociedad en su conjunto.

3.1. Planificacion

La direccion del biobanco debe nombrar a un “gestor o responsable de calidad” que
pertenezca a la organizacion y que dependa directamente de la direccion, el cual pre-
feriblemente sera una persona que conozca muy bien todas las areas y que tenga au-
toridad y reconocimiento. En el caso de que el biobanco haya contratado los servicios
de un consultor externo, el gestor de calidad colaborara estrechamente con él en el
desarrollo del SGC. Sera una persona clave para el desarrollo y la implantacién del SGC,
debiendo ser un interlocutor de la direccion con el resto del personal de la organiza-
cién y, ademas, debera asegurarse de que se establecen, implementan y mantienen los
procesos necesarios para el SGC y el cumplimiento de los requisitos del cliente y otras
partes interesadas en todos los niveles de la organizacion.

Se debe realizar un estudio de la situacion real de la organizacién con respecto a los
requisitos de la norma ISO 9001:2000 con el fin de valorar qué requisitos cumple ya la
organizacion y cudles no.

Se establecera la politica de calidad y los objetivos de calidad de la organizacion, que
deben ser medibles y alcanzables. La politica de calidad es un documento en el que
se recoge el compromiso de la direccion con el SGC y se establecen las directrices de
la organizacion que aseguran el cumplimento de los requisitos establecidos.

3.1.A. Definir el alcance del SGC: qué productos/servicios se incluiran en el SGC
1) Estudiar las exclusiones de la norma (apartados del punto 7 que no son de apli-

cacion, al no formar parte de los procesos necesarios para el alcance definido). Debi-
do a la dificultad que encuentran algunas organizaciones para el estudio de las exclu-



siones, existen algunos documentos de la propia organizacion ISO que orientan en
este sentido.

Importante: se excluyen a lo largo de todo este capitulo los desarrollos que corres-
ponderian al cumplimiento del requisito 7.3. Disefio y Desarrollo, al considerar un bio-
banco tipo en el que no se proporcionan productos o servicios bajo requisitos particu-
lares del usuario.

2) Identificar los procesos necesarios para la realizacion del producto o la pres-
tacién de servicio, no sélo los procesos clave en la realizacion del producto, sino tam-
bién los procesos necesarios para las actividades de gestion de la organizacion, la
provisién de los recursos y las mediciones del SGC. Ademas de identificarlos, debe-
ré establecerse la secuencia e interaccién entre los distintos procesos y designar un
responsable para cada uno de ellos. Es frecuente que éstos se clasifiquen en funcion
de la influencia en estratégicos, claves y de soporte (otras clasificaciones son igual-
mente validas).

3) Determinar la estructura de la documentaciéon que formara parte del SGC.
Es necesario, pero no suficiente, que existan al menos los documentos pedidos por
la norma. Un “procedimiento documentado” significa que el procedimiento esté es-
tablecido, documentado, implementado y mantenido. La estructura habitual de la do-
cumentacion que forma parte del SGC viene definida en el punto siguiente (aparta-
do 3.2).

3.2. Diseno

Disenar el sistema de calidad implica, principalmente, establecer los requisitos, de-
finir la forma de llevar a cabo las actividades y asignar las responsabilidades para cada
uno de los procesos. La elaboracién de la documentacién ira asociada a esta fase, sir-
viendo como ayuda para asentar y comunicar, tanto al propio personal como a las par-
tes externas, todo lo establecido.

No existe una forma Unica para disefiar el SGC. Cada organizacion puede y debe en-
contrar su propia forma de gestién. En relacién con los ejemplos e indicaciones ex-
puestos a continuacién, cada biobanco, en funcion de su organizacion, del tipo de
muestras y de la informacién que reciba, del tratamiento (procesamiento) que haga de
ellas y de los diferentes productos y servicios que proporcione a sus clientes, debera
adaptar estas indicaciones a sus propias peculiaridades.

3.2.A. Procesos del biobanco

Para estructurar los procesos es necesario tener claros unos conceptos basicos que
ayudaran a identificarlos y a establecer la secuencia y la interaccién, entre ellos:

¢ Todo proceso, por su definicion, requiere unos elementos de entrada (input, que in-
cluyen los recursos), la generacién de un valor afiadido a esas entradas y, como re-
sultado, unos elementos de salida (output).
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Los elementos de entrada de un proceso son generalmente las salidas de otro dife-
rente, lo que permitira establecer la interaccidn entre los diferentes procesos y su se-
cuencia. Por ejemplo: la salida de un proceso de control de equipos seran los propios
equipos calibrados, lo cual sera requisito (y por tanto elemento de entrada) para un pro-
ceso de medicion.

Los procesos clave son aquellos directamente relacionados con la misién del bioban-
co, fundamentalmente la produccion, la gestion de los productos, asi como la informa-
ciény el servicio a los clientes. Ademas, hay otra serie de procesos que, sin ser claves,
son igualmente necesarios para definir las directrices de gestion (estratégicos) o ejer-
cen de base o asiento para otros (soporte).

Para la mejor comprension de los procesos existentes y su interaccion, se suelen ela-
borar mapas de procesos que representen graficamente ambos aspectos. En la Figu-
ra 1 se va a definir un sencillo ejemplo que relne los procesos que son requisito de la
norma ISO 9001:2000 y todos aquellos otros procesos que se han identificado en el
funcionamiento de un biobanco tipo.

Dentro de cada proceso se podran definir tantos subprocesos como sean necesa-
rios en funcidn de la organizacion del biobanco. Mas adelante, en el apartado 3.2.C se
describiran en lineas generales las actividades comprendidas en cada uno de estos
procesos.

Procesos estratégicos

Direccion Planificacién Medicion,
y coordinacion y revision analisis y mejora

Gestién Gestion de
de muestras informacion

Usuarios Usuarios
Otras partes Produccién Otras partes
interesadas interesadas

Requisitos Satisfaccion
Almacenamiento

Comunicacion con el cliente

b Control,
Compras Gestién documentos
y proveedores de los recursos y registros

Infraestructura | Ambiente de trabajo

Fungible | Recursos humanos
Procesos de soporte

Procesos del sistema de gestion de calidad.



Una vez identificados los procesos, llevar a cabo su gestion implica establecer:

e Controles para la operacion y la evaluacion del correcto desarrollo de la actividad.

¢ Registros necesarios para demostrar la conformidad con los requisitos.

e |ndicadores de su eficacia, con objeto de evaluar el proceso para poder mejorarlo.

e Un responsable o propietario del proceso, que debera asegurar que se consiguen
los resultados esperados.

3.2.B. Documentacion de los procesos

Como parte del establecimiento de los controles, los procesos seran documentados
en procedimientos que describan cémo llevar a cabo las actividades. Por ejemplo, un
protocolo que indique cdmo se extrae el ADN seria uno de los documentos del proce-
so de produccion. Pero la norma ISO 9001:2000 no establece que todos los procesos
se deban documentar, sino que sera la propia organizacion la que determine cuales es-
taran documentados y de qué forma, en funcion de factores como la complejidad de
las actividades, su influencia sobre la calidad del producto o servicio, la cualificacion
del personal responsable de llevarlo a cabo, etc.

B.1. Requisitos de la documentacion

La documentacion de los procesos se puede hacer de diversas formas (diagramas
de flujo, graficos, instrucciones escritas...) o en distintos medios (audiovisual, papel,
formato electroénico...); pero toda la documentacion relativa a cada proceso debera, in-
dependientemente del formato y el medio, cumplir unos requerimientos de:

e Claridad: los documentos tienen que ser concisos, perfectamente comprensibles
por todas las personas que tengan que utilizarlos y sin ambigliedades, para ase-
gurar que un proceso se realiza de la misma manera, independientemente del ope-
rador o del dia de realizacion.

e Organizacion: toda la documentacion tiene que estar perfectamente localizada y
controlada por el gestor de calidad, quien conocerd la ultima versién de cada uno
y el nUmero de copias existentes, para evitar la utilizacion de documentos antiguos
que son posteriormente revisados para mejorar la eficacia del proceso.

B.2. Estructuracion de la documentacion

Ademas, toda la documentacion relativa al SGC del biobanco estara estructurada
para facilitar su consulta y revision.

La estructura habitual de la documentacién de un SGC es:

1) Manual de calidad (MC): es el documento referencial del SGC del biobanco vy tie-
ne que incluir, como minimo, el alcance y las exclusiones, los procesos e interrelacion
de los mismos, asi como los procedimientos o referencia a los mismos del SGC. De-
beria también incluir, aunque no es requisito de la norma, un organigrama con los dife-
rentes departamentos/unidades y puestos/personal del biobanco. Normalmente se in-
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cluye, ademas, otra informacion, y se presenta como el documento que describe en li-
neas generales todo el sistema de gestiéon. La norma ISO 10013 se puede usar como
guia para la elaboracién del Manual de Calidad.

2) Procedimientos: son documentos que definen claramente como se llevan a cabo
las actividades. Se suelen denominar procedimientos generales (PG) si describen un
proceso de gestion o parte del mismo, y procedimientos especificos (PE) o procedi-
mientos normalizados de trabajo (PNT), si describen actividades técnicas u operativas.

La documentacion de cada procedimiento se realiza con una estructura tipica que

consta de los siguientes epigrafes:

- Objeto: describe la finalidad del documento.

- Alcance: describe el ambito de aplicacién, asi como las personas o partes de la or-
ganizacién implicadas.

- Términos y definiciones: describe aquellos términos confusos o que tengan una
acepcioén especial en el procedimiento.

- Desarrollo: describe, paso a paso, las diferentes etapas para realizar la actividad
y cumplir con el objetivo; asigna los responsables de su ejecucion; en el caso de
tratarse de un PE, describe el material y los equipos necesarios para realizarlo; asi-
mismo, establece los parametros de control con los criterios de aceptacion o re-
chazo.

- Responsabilidades: recogera las responsabilidades de los miembros del bioban-
co que intervienen en el procedimiento en funcién de su puesto y actividad.

- Registros: identifica los registros generados por el procedimiento.

- Documentos de referencia: enumeracion de la normativa, articulos, libros, etc.,
utilizados para la elaboracién del procedimiento y/o a los que dirigirse en caso de
consulta. También se citan los documentos del SGC (MC, PG...) con los que se vin-
cula directamente ese procedimiento.

3) Instrucciones técnicas (IT): son documentos complementarios a los procedimien-
tos que especifican de forma mas detallada una determinada actividad (el manejo de
un equipo, la realizaciéon de un analisis o calculo concreto, etc.). Habitualmente, no si-
guen un modelo de redaccién ni de estructuracion particular.

4) Formatos (FO): son documentos del SGC, con una forma y disefio particulares,
que se utilizan como base para tomar los registros que se generan en un proceso con-
creto. Este formato aplicado a cualquier documento, al ser cumplimentado, genera un
registro, independientemente del soporte en el que se encuentre (hojas, formularios in-
formaticos, etc.).

5) Bases de datos: tienen una utilidad clara como medio para gestionar la informa-
cién. Se debe asegurar que estan debidamente validadas y que cumplen la legislacion
aplicable en relacion con la seguridad y la accesibilidad.

La documentacién puede ser también de origen externo, por ejemplo las instruccio-
nes de manejo de equipos proporcionadas por los fabricantes, en cuyo caso se incor-
pora al SGC sin necesidad de elaborar un documento interno.



Los procedimientos que la norma ISO 9001:2000 exige expresamente que estén do-
cumentados son seis:

1) Control de documentos: definir las acciones necesarias para la aprobacion, revi-
sion y actualizacién de los documentos. Controlar la disponibilidad de las ultimas ver-
siones, su perfecto estado, la identificacion y la distribucién, asi como la identificacion
en el SGC vy la distribucion de documentos de origen externo.

2) Control de registros: definir las acciones necesarias para identificar, almacenar y
proteger correctamente los registros, con el fin de permitir su recuperacién durante el
tiempo establecido y su consulta por el personal autorizado.

3) Auditorias internas: establecer responsabilidades y requisitos para la planificacion y
la realizacion de auditorias, con el fin de informar de los resultados y mantener los registros.

4) Control de producto no conforme: establecer los controles, las responsabilidades
y las autoridades relacionadas con el tratamiento del producto no conforme.

5) Acciones correctivas: actuar para eliminar la causa de no conformidades y pre-
venir que vuelvan a ocurrir; registrar los resultados de las acciones tomadas y evaluar
su eficacia.

6) Acciones preventivas: determinar acciones para eliminar las causas de posibles
no conformidades y para prevenir que ocurran; registrar los resultados de las acciones
tomadas y evaluar su eficacia.

Estos seis procedimientos no tienen por qué ser seis documentos, sino que se pue-
den agrupar o estructurar de forma diferente. Ademas de estos procedimientos, se de-
ben documentar todos los que sean necesarios para la correcta operacion y control de
los procesos.

3.2.C. Actividades comprendidas en los procesos de gestiéon de 1ISO 9001

Como enfoque practico y brevemente debido a la limitacion de espacio y a los obje-
tivos de esta guia, se desarrollaran los posibles procesos de un biobanco siguiendo la
propuesta recogida en el mapa de procesos y el esquema de la norma ISO 9001:2000,
la cual agrupa sus procesos en cinco epigrafes:

1) Procesos del sistema de gestion de calidad.
2) Procesos de direccion.

3) Procesos de gestién de los recursos.

4) Proceso de realizacion del producto.

5) Procesos de medicién, analisis y mejora.

El desarrollo completo de cada proceso, con la descripcion exacta de las activida-
des que incluye, se obtiene al comprender y analizar los requisitos de la norma en com-
paracion con las actividades del biobanco.
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C.1. Procesos del sistema de gestion de calidad

Establece los requisitos generales del sistema de gestion. No son de aplicacion di-
recta, como tal, pero recogen el resultado que se debe lograr al haber implementa-
do el resto de los requisitos.

Recoge también los requisitos para el control de la documentacion y los regis-
tros. En el caso de un biobanco, debido al tipo de informacién manejada, puede
ser necesario considerar especialmente la confidencialidad de los registros, defi-
niendo distintos niveles de confidencialidad y asignando diferentes controles a cada
nivel.

C.2. Procesos de direccion

Se incluiran todas las actividades realizadas por la direccion que impliquen el com-
promiso de la direccion con la implementacion del SGC y su eficacia, con especial aten-
cién a establecer los requisitos del cliente y la politica de calidad del biobanco.

1) Direccién y coordinacion: actividades encaminadas a establecer comunicacion
(convenios y colaboraciones) con los centros asociados que envian muestras biolégi-
cas. Se pueden considerar también, en este proceso, la coordinacién y la comunica-
cion interna.

2) Planificacion y revision: actividades de planificacién y de revision de los diferen-
tes procesos del SGC para asegurar los objetivos de calidad.

C.3. Procesos de gestion de los recursos

1) Material fungible: mantiene un control, con un registro asociado, del material de
laboratorio esencial para realizar el producto; como minimo en relacién con la cantidad
y las fechas de caducidad.

2) Gestion de los recursos humanos: establece las necesidades de competencia,
habilidades y experiencia necesarias para cada puesto segun la funcion que se va a
desempenar; establece las necesidades de formacion especifica y evaluar su eficacia
en funcion de los resultados.

3) Control de las infraestructuras: determina, proporciona y mantiene las infraes-
tructuras y equipos necesarios para lograr los objetivos.

4) Ambiente de trabajo: determina y controla las medidas necesarias bajo las cua-
les se debe realizar el trabajo (factores ambientales y de seguridad, principalmente).

C.4. Procesos de realizacion del producto

Incluye todas las actividades necesarias para la realizacién del producto. La deter-
minacién de los procesos y subprocesos de producciéon va a depender, en gran me-



dida, de las muestras que reciba y almacene cada biobanco, asi como del procesa-
miento al que se sometan esas muestras. Por ello, alguno de los procesos que se des-
criben a continuaciéon puede no ser de aplicacion, o bien puede ser necesario incluir
otros:

1) Gestion de las muestras e informacion: debe incluir parametros de control para
verificar que las muestras reunen los requisitos adecuados para entrar en el proceso
de produccién. Se estableceran los registros con los niveles de seguridad apropiados
y se garantizard la trazabilidad de las mismas durante todo el proceso.

2) Planificacion de la realizacion del producto: establece los objetivos de calidad
y los requisitos del producto, asi como la secuencia de los subprocesos del proceso
de produccién, los criterios de aceptacion del producto y las actividades de control ne-
cesarias para verificarlo.

3) Determinacion de los requisitos del producto relacionados con el cliente: es-
tablece una adecuada comunicacion con los investigadores para conocer los requisi-
tos del producto, las condiciones de entrega y todos los requisitos legales y reglamen-
tarios que sean de aplicacion al producto. Establece, asimismo, los cauces adecuados
para gestionar las observaciones, quejas y reclamaciones de los investigadores sobre
los servicios suministrados para poder mejorarlos.

4) Diseno y desarrollo: sera de aplicacion cuando haya requisitos que afecten a las
caracteristicas de los productos y servicios ofrecidos, debiendo ser modificados los
procesos.

5) Control de las compras y proveedores: establece y controla el procedimiento de
compras y de control del gasto. Asegura que todos los productos adquiridos cumplen
los requisitos solicitados. Selecciona y evalua a los proveedores en funcion de su ca-
pacidad para suministrar productos.

6) Produccién: determina todo el proceso de produccién con los diferentes sub-
procesos, estableciendo en cada caso los controles necesarios para evaluar la confor-
midad de los subproductos. Valida los procesos de produccién, dejando los registros
correspondientes que demuestren que dichos procesos son conformes con los para-
metros o0 con las caracteristicas que previamente se han determinado. Establece los
mecanismos Y los registros para asegurar la identificacion y la trazabilidad.

7) Preservacion del producto: es un proceso clave en un biobanco y, como tal, tie-
ne que garantizar la validacion de todos los sistemas de almacenamiento, establecien-
do parametros de control y registros que garanticen el correcto almacenamiento y la
trazabilidad de todas las muestras, productos y subproductos almacenados.

8) Control de dispositivos de seguimiento y de medicion: determina los requisitos
de los equipos de seguimiento y de medicion en funcién de su importancia en la con-
formidad del producto. Para asegurar su validez se deben determinar y llevar a cabo
las actividades de calibracion y ajuste necesarias. ldentifica el estado de calibracién de
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los equipos y controla los fallos que un mal ajuste o calibracién puede ocasionar en la
produccién o preservacion de los productos.

C.5. Procesos de medicién, analisis y mejora

Estos procesos tienen que ser capaces de demostrar la conformidad del producto
con los objetivos de calidad definidos, asegurar la conformidad del SGC y lograr su
mejora para asegurar una mayor eficacia del funcionamiento del biobanco.

1) Seguimiento y medicion: su funcion es obtener y analizar la satisfaccion del clien-
te en relacion con los productos y servicios; planificar y desarrollar, de forma periodi-
ca, auditorias internas para asegurar la implementaciéon y mejora de la eficacia del SGC;
llevar a cabo la medicién de los procesos para asegurar que se alcanzan los resulta-
dos planificados y verificar que se cumplen los requisitos del producto.

2) Control del producto no conforme: establece los métodos de identificacion y
de control de los productos no conformes para prevenir su uso o entrega no inten-
cional.

3) Andlisis de datos: determina, recopila y analiza los datos de los registros para eva-
luar la satisfaccion de los investigadores y los proveedores, la conformidad del produc-
to y las caracteristicas y tendencias de los procesos y productos.

4) Mejora: establece las acciones correctivas y preventivas para eliminar las causas
de no conformidad o prevenir su aparicion.

3.3. Implementacién y mejora continua

Se puede implementar el SGC una vez disefiados todos los procesos, o hacerlo de
forma secuencial. Una buena forma puede ser establecer reuniones tras la aprobacion
de los documentos, para dar a conocer los procesos a todo el personal, y fijar un pla-
Z0o para su puesta en marcha.

Se puede considerar que el sistema esta implementado cuando se ha completado
un ciclo completo: hay registros de todos los procesos, se ha hecho una auditoria in-
ternay la revision del sistema por la direccidn, y se han tomado acciones correctivas y
preventivas para la mejora.

4. CERTIFICACION

4.1. Ventajas de la certificacion

Una organizacién puede tener implantado un SGC y no estar certificada. En una
sociedad tan competitiva el hecho de estar certificado segun un SGC potencia la ima-
gen que tiene el cliente acerca de la organizacion y la ayuda a diferenciarse de la
competencia.



Que una organizacion esté certificada segun la norma ISO 9001:2000 significa que el
SGC que ha implantado ha sido evaluado por una tercera parte independiente (acredi-
tada por la ENAC) y demuestra la capacidad de la organizacion de producir o prestar
un servicio de una forma constante y conforme a los requisitos definidos en normas o
especificaciones técnicas de la organizacion. Por eso es muy importante que los requi-
sitos vayan dirigidos a satisfacer las necesidades de sus clientes (y de otras partes in-
teresadas) y haya unos objetivos de calidad bien definidos que lleven a la direccion a
mejorar continuamente su sistema de calidad.

Una vez que la organizacion ha obtenido la certificacion, esta en cierta medida obliga-
da a mantener actualizado el SGC mediante el andlisis, la medicion y la mejora del siste-
ma implantado. Estar certificado ofrece confianza al cliente en cuanto a que la organiza-
cioén esta obligada a incorporar mejoras para alcanzar modelos de gestién mas eficaces.

4.2. Procedimiento de certificacion

Antes de pedir la certificacion, el SGC estara implantado en la organizacion en su tota-
lidad durante el tiempo necesario para poder valorar suficientemente la funcionalidad del
sistema y detectar posibles no conformidades con los requisitos de la norma, del pro-
ducto o servicio, de la propia organizacion, y con los requisitos legales y reglamentarios.

Independientemente de que cada empresa certificadora tenga unos métodos propios
de trabajo, los pasos que se deben seguir para obtener la certificacién son general-
mente:

e | a empresa que certifique la organizacion debe ser una empresa acreditada por la
ENAC para llevar a cabo la evaluacién de la conformidad en el sector que corres-
ponda (se puede consultar el listado de empresas acreditadas en la pagina web de
la ENAC: www.enac.es) y enviar una solicitud de certificacion.

® | a empresa certificadora analizara la documentacion de la organizacion, bien en la
propia organizacién, bien en las oficinas de la empresa certificadora.

¢ |La empresa certificadora concertara una visita a la organizacion con el fin de com-
probar in situ el cumplimiento, implantacién y adecuacion del SGC de la organiza-
cién. En esta visita puede pedir informacion adicional.

¢ |_a empresa certificadora, después de comprobar el cumplimiento de los requisitos,
emitira un “informe de auditoria” en el que apareceran las no conformidades en-
contradas (si las hubiese) y unas recomendaciones para resolverlas.

¢ | a organizacion tendra un plazo establecido por la empresa certificadora (aproxi-
madamente un mes) para presentar un plan de acciones correctivas donde se ex-
pliquen las acciones que se pretende realizar para subsanar las no conformidades
detectadas.

¢ | a empresa certificadora revisara la implementacion de las acciones de mejora vy,
si todo es correcto, hara el “cierre de no conformidades”.

e | a empresa certificadora emitira el certificado de conformidad con la norma.

Una vez conseguida la certificacion, la organizacion debe elaborar un calendario y un
plan de accién anual con el fin de mantener y mejorar el SGC.
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IV. GESTION DE BASES DE DATOS

1. La creacion de ficheros y su notificaciéon
2. El responsable y el encargado del tratamiento
3. Las medidas de seguridad



IV. Gestion de bases de datos

1. LA CREACION DE FICHEROS
Y SU NOTIFICACION

La creacion de ficheros con datos de caracter personal debe ir acompafada de una
notificacion formal para su inscripcion en el Registro General de Protecciéon de Da-
tos (RGPD) incardinado en la Agencia Espafola de Proteccién de Datos (AEPD).

El objeto de este registro es que cualquier persona pueda conocer la existencia
de tratamientos de datos personales, sus finalidades, y la identidad y direccién del
responsable de dichos tratamientos, lo que facilita que se puedan ejercer los dere-
chos de acceso, rectificacion, cancelacién y oposicion reconocidos en la normati-
va vigente.

Teniendo en cuenta este objeto del registro, la notificacion tiene una naturaleza me-
ramente declarativa y su inscripcidon no supone ningun tipo de autorizacién del fiche-
ro —que es innecesaria— ni la acreditacién de que su funcionamiento real y efectivo
cumpla con la normativa de proteccion de datos personales.

La notificacion tampoco lleva aparejada la comunicacién al registro de los datos
personales incorporados en el fichero que se pretende inscribir, sino que se limita a
declarar la existencia del fichero, con indicacién de su responsable, la finalidad, la
ubicacion, el nivel de medidas de seguridad exigible —sin detallar el contenido de las
mismas-y las cesiones de datos que se prevean, asi como las transferencias de da-
tos a terceros paises que se vayan a producir, sin considerar terceros paises a los
Estados miembros de la Unién Europea ni a los que conforman el Espacio Economi-
co Europeo.

Sin embargo, los requisitos para la creacién de ficheros son distintos segun los mis-
mos sean de titularidad publica o privada. En el primer caso, la creacion, la modifica-
cién o la supresién del fichero sélo se puede hacer mediante una disposicidn general
previamente publicada en el Boletin Oficial del Estado o en el correspondiente diario
oficial.

Las disposiciones de creacion o modificacion de los ficheros deben indicar su finali-
dad y usos previstos, las personas o colectivos de los que se pretende obtener datos
personales o que estén obligados a suministrarlos, el procedimiento de recogida de los
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datos, la estructura basica del fichero y los tipos de datos incluidos en el mismo, las
cesiones 0, en su caso, las transferencias que se prevean realizar a terceros paises, los
6rganos de la Administracion responsables del mismo, los servicios o unidades ante
los que se pueden ejercer los derechos de acceso, rectificacidn o cancelacién y opo-
sicion, asi como la indicacion del nivel de medidas de seguridad.

Por su parte, en las disposiciones de supresion de los ficheros se ha de establecer
el destino de la informacién o, en su caso, las previsiones que se adopten para su des-
truccion.

En las comunidades autbnomas en las que se haya creado una Autoridad de Protec-
ciéon de Datos y se haya previsto la existencia de registros de ficheros, sera también
necesario notificar para su inscripcion los ficheros sobre los que tengan competencia.
Asi sucede en el caso de la Agencia de Proteccion de Datos de la Comunidad de Ma-
drid, la Agencia Catalana de Proteccién de Datos y la Agencia Vasca de Proteccion de
Datos. Entre ellas y la Agencia Espafola se estan desarrollando procedimientos de co-
laboracion que faciliten el cumplimiento de la obligacion de notificar los ficheros en am-
bos registros.

En el caso de ficheros de titularidad privada su creacion no precisa de una dispo-
sicidon previa de caracter general, aunque si resulta exigible la notificaciéon al RGPD
de su inscripcion.

Con independencia de la titularidad publica o privada de los ficheros, la notifica-
cion al Registro General de Proteccion de Datos de la AEPD se ha de realizar confor-
me a los modelos oficiales publicados en la pagina web de la Agencia: www.agpd.es.

Cuando sea necesario notificar un fichero de titularidad publica al registro de fiche-
ros de una agencia autonémica, también se encuentran disponibles los modelos co-
rrespondientes en las paginas web de cada agencia.

Se debe resaltar que la obligacion de notificar los ficheros para su inscripcién es
de naturaleza dinamica, de forma que la inscripciéon debe encontrarse actualizada
en todo momento. De ahi que sea preciso notificar las modificaciones que se vayan
produciendo, asi como la supresion de los ficheros en el caso de que la misma ten-
ga lugar.

2. EL RESPONSABLE Y EL ENCARGADO
DEL TRATAMIENTO

La normativa de proteccion de datos distingue varias figuras, como son el responsa-
ble del fichero o del tratamiento y el encargado del tratamiento.

El primero de ellos es la persona fisica o juridica, de naturaleza publica o privada, o
el érgano administrativo que decide sobre la finalidad, el contenido y el uso de los da-
tos personales. Siempre que concurren estas circunstancias sera responsable, incluso



aunque materialmente no sea el que trata la informacién. A él le corresponde la obliga-
cioén de notificar.

El encargado del tratamiento es la persona fisica o juridica, la autoridad publica, el
servicio o cualquier otro organismo que, sélo o conjuntamente con otros, trata datos
personales por cuenta del responsable al que se refiere el parrafo anterior, para la pres-
tacién de un servicio al mismo.

Esta figura del encargado del tratamiento, que puede prestar todo tipo de servicios,
es particularmente importante en un momento en que, por las mas diversas razones,
es muy habitual la externalizacién de servicios.

La Ley Organica de Proteccion de Datos (LOPD) permite que el encargado del trata-
miento pueda acceder a los datos personales para la prestacion de servicios, sin ne-
cesidad de contar con el consentimiento de los afectados.

Pero esta posibilidad sélo podra materializarse licitamente si se cumplen las garan-
tias exigidas por la Ley.

En este sentido, la Ley exige que la prestacién de servicios esté regulada en un con-
trato que debe constar por escrito, de forma que se pueda acreditar su celebracién y
contenido.

En el contrato se debera establecer, expresamente, que el encargado del tratamien-
to Unicamente tratara los datos conforme a las instrucciones del responsable, que no
los aplicara o utilizara con un fin distinto al que figure en el contrato y que no los co-
municara, ni siquiera para su conservacion, a otras personas.

Asimismo, en el contrato se deben estipular las medidas de seguridad exigibles, las
cuales deberan ser implementadas por el encargado de tratamiento.

La prestacién de servicios puede ser temporal o preverse con caracter indefinido pero,
al término de la misma, los datos personales deben ser destruidos o devueltos al respon-
sable, al igual que cualquier soporte o documento donde conste algun dato personal.

De preverse o producirse por parte del prestador del servicio una subcontratacion
que implique el tratamiento de datos personales, debera reflejarse en el contrato ha-
ciendo constar, expresamente, ademas de los requisitos antes expuestos, que el con-
tratista actla en nombre y por cuenta del responsable o, alternativamente, se han de
especificar en el contrato los siguientes requisitos acumulativos:

¢ Que los servicios subcontratados se hayan previsto, expresamente, en la oferta o en
el contrato celebrado entre el responsable del fichero y el encargado del tratamiento.

¢ Que el contenido concreto del servicio subcontratado y la empresa subcontratista
conste en la oferta o en el contrato.

¢ Que el tratamiento de datos personales, por parte del subcontratista, se ajusta a las
instrucciones del responsable del fichero.
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3. LAS MEDIDAS DE SEGURIDAD

El tratamiento de los datos personales exige, en todo caso, la implantacion efectiva
de medidas de seguridad. Estas medidas tienen como finalidad garantizar la integri-
dad, la confidencialidad y la disponibilidad de la informacion, evitando su pérdida o al-
teracion; asi como impedir los accesos no autorizados.

La adopcién de las medidas de seguridad corresponde al responsable del fichero; es
decir, a la persona o entidad que decide la finalidad, contenido y uso de los datos per-
sonales y, también, a los terceros que le presten servicios que permitan acceder a la
informacion personal.

Las medidas de seguridad no sélo deben ser de naturaleza técnica, sino también or-
ganizativa, puesto que las deficiencias en estas ultimas pueden producir debilidades o
hacer ineficaces las primeras, como demuestra con frecuencia la experiencia practica.

Las medidas de seguridad se clasifican en tres niveles: basico, medio y alto, aten-
diendo a la naturaleza de la informacion tratada en relaciéon con la mayor o menor ne-
cesidad de garantizar la confidencialidad y la integridad de la informacién.

En particular, los tratamientos de los datos relacionados con la salud, como es el caso
de la informacién genética, requieren, ademas de las medidas de seguridad de nivel
basico y medio, las de nivel alto.

Las medidas de seguridad exigibles, conforme a la normativa de proteccién de da-
tos de caracter personal, tienen la condicién de minimos exigibles, y se deben comple-
tar con las que puedan contemplar otras disposiciones legales especificas.

Antes de la implantacion o de la modificacion de los sistemas de informacion se pue-
den realizar pruebas. Estas pruebas no se deben realizar con datos reales pero, en el
caso de que si se utilicen, se deben cumplir todas las medidas de seguridad.

Asimismo, el tratamiento de los datos se realiza fuera de los locales donde esta ubi-
cado el fichero y debera ser expresamente autorizado por el responsable del mismo y
garantizarse el nivel de seguridad exigible a dicho fichero.

En cualquier caso, las necesidades de seguridad exigibles a un fichero, y en particu-
lar las relativas al control de acceso, se deben garantizar con independencia de que el
acceso se esté realizando localmente desde las mismas instalaciones en las que se en-
cuentra ubicado el fichero, o de que se realice remotamente a través de redes de tele-
comunicaciones.

También los ficheros temporales deben cumplir estas medidas de seguridad y borrar-
se cuando hayan dejado de ser necesarios para los fines que motivaron su creacion.

Una de las medidas de seguridad fundamentales es la elaboracién de un documen-
to de seguridad. Este documento es de obligado cumplimiento para el personal que



accede a los datos personales y a los sistemas de informacion y constituye el eje de la
politica de seguridad de los datos.

El documento tiene un contenido minimo que incluye su ambito de aplicacion, con
especificacion detallada de los recursos protegidos; las medidas, las normas, los pro-
cedimientos, las reglas y los estandares que garantizan la seguridad; la estructura de
los ficheros con datos personales y la descripcion de los sistemas que los tratan; el
procedimiento de notificacion, gestion y respuesta a las incidencias y los procedimien-
tos de realizacion de copias de respaldo y de recuperacion de la informacién.

El documento de seguridad debe identificar al responsable o responsables de la se-
guridad, contener los controles periddicos que se tengan que realizar para verificar el
cumplimiento de lo dispuesto en el propio documento y qué medidas adoptar cuando
un soporte vaya a ser desechado o reutilizado. Por soporte se entiende cualquier ob-
jeto fisico susceptible de ser tratado en un sistema de informacién y sobre el cual se
pueden grabar o recuperar datos.

Los responsables de seguridad son las personas designadas por el responsable del
fichero a los que se les encarga la coordinacion y el control de las medidas estableci-
das en el documento de seguridad.

No obstante, el hecho de que se designen responsables de seguridad no supone una
delegacién de la responsabilidad que corresponde al responsable del fichero.

El documento de seguridad se debe mantener siempre actualizado, siendo necesa-
ria su revisién cuando se produzcan cambios relevantes en el sistema de informacion
0 en la organizacién del mismo.

Los usuarios, Unicamente, pueden tener autorizado el acceso a los datos y recur-
sos que precisen para el desarrollo de sus funciones, por lo que se deben estable-
cer mecanismos que eviten que un usuario pueda realizar accesos distintos de los
autorizados.

Por ello es imprescindible que el responsable del fichero no sélo documente dichas
funciones y obligaciones, sino también que adopte las medidas necesarias para que
cada persona conozca las medidas de seguridad que afectan al desarrollo de las fun-
ciones que tenga atribuidas, asi como las consecuencias en que podria incurrir en el
caso de incumplimiento.

Asimismo, es necesario que el documento de seguridad incluya una clara definicion
de las funciones y obligaciones del personal, ya que de ella dependeran las autoriza-
ciones para acceder a la informacion o tratar los datos personales.

Con el fin de poder verificar los accesos realizados, de cada uno de ellos se ha de
guardar la identificacion del usuario, la fecha y la hora en que se realizo el acceso, el fi-
chero al que se ha accedido, el tipo de acceso y si fue autorizado o denegado. En el
caso de que los accesos hayan sido autorizados, sera preciso guardar también la in-
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formacién que permita identificar el registro al que se accedié. Toda la informacion re-
lativa al control de accesos se debe conservar durante un periodo minimo de dos afos.

Complementariamente debe existir una relacidn actualizada de los usuarios con ac-
ceso autorizado al sistema de informacion, asi como procedimientos de identificacion
y autenticacién para realizar dicho acceso.

La relacion de usuarios ha de contener el acceso autorizado para cada uno de ellos.

La identificacién es el procedimiento que permite reconocer la identidad del usuario au-
torizado y la autenticacion tiene por objeto comprobar dicha identidad. Los mecanismos
de identificacion deben permitir que ésta se realice de forma univoca y personalizada.

Los mecanismos de autenticacion se pueden basar en la existencia de contrasefas, en
cuyo caso los procedimientos para su asignacion, distribucién y almacenamiento deben
garantizar la confidencialidad e integridad de las mismas.

Por otro lado, las contrasefias se deben cambiar cada cierto tiempo —segun los pe-
riodos que determine el documento de seguridad—- y mientras estén vigentes, se han
de almacenar de forma no inteligible.

En todo caso se debe limitar la posibilidad de intentar, reiteradamente, el acceso no
autorizado al sistema de informacion.

Los mecanismos que permiten el registro de los datos deben estar bajo el control di-
recto del responsable de seguridad competente, y no se debe permitir, en ningin caso,
su desactivacion.

Dicho responsable de seguridad se ha de encargar de revisar periddicamente la in-
formacién de control registrada, y elaborar un informe de las revisiones realizadas y de
los problemas detectados, al menos, una vez al mes.

Las anomalias que afecten o puedan afectar a la seguridad de los datos se denomi-
nan incidencias.

El procedimiento de notificacién y de gestidn de las incidencias debe incluir, necesa-
riamente, un registro en el que se haga constar el tipo de incidencia, el momento en
que se ha producido, la persona que realiza la notificacién, a quien se le comunica y
los efectos que se hayan derivado de la misma.

En dicho registro se deben consignar, ademas, los procedimientos realizados de re-
cuperacion de los datos, indicando la persona que ejecuto el proceso, los datos recu-
perados y, en su caso, qué datos ha sido necesario grabar manualmente en el proce-
so de restauracion de los mismos.

Para la ejecucion de los procedimientos de recuperacion de los datos es necesaria
la autorizacion por escrito del responsable del fichero.



La recuperacién de los datos se debe posibilitar mediante una copia de los mismos
en un soporte denominado copia de respaldo.

En relacién con ella, el responsable del fichero se debe encargar de verificar la defi-
nicién y la correcta aplicacion de los procedimientos para realizar copias de respaldo
y de recuperacion de los datos.

Estos procedimientos han de garantizar la reconstruccién de los datos en el momen-
to en que se encontraban, al tiempo de producirse su pérdida o destruccion.

Las copias de respaldo se deben realizar al menos semanalmente, salvo en el caso
de que, en dicho periodo de tiempo, no se hubiera producido ninguna actualizacion de
los datos.

Ademas, se debera conservar una copia de respaldo y de los procedimientos de re-
cuperacion de los datos en un lugar diferente de aquel en que se encuentren los equi-
pos informaticos. Esta obligacién de conservacion se debe realizar cumpliendo el res-
to de las medidas de seguridad.

En cuanto a los locales donde se encuentren ubicados los sistemas de informacion,
exclusivamente podra tener acceso a ellos el personal autorizado en el documento de
seguridad.

El tratamiento de la informacion puede exigir su utilizacion en distintos lugares. Des-
de el punto de vista de la seguridad, ello obliga a que se exijan medidas especificas
para la gestion de los soportes en que consta aquella.

Los soportes informaticos que contengan datos personales deben permitir identificar
el tipo de informacion que contienen, estar inventariados y almacenarse en un lugar con
acceso restringido al personal autorizado para ello en el documento de seguridad.

La salida de estos soportes informaticos, fuera de los locales en los que esta ubica-
do el fichero, sélo puede ser autorizada por el responsable del fichero.

Ademas, es necesario establecer un sistema de registro de entrada de soportes in-
formaticos que permita, directa o indirectamente, conocer el tipo de soporte, la fecha
y la hora, el emisor, el nUmero de soportes, el tipo de informacién que contienen, la for-
ma de envio y la persona responsable de la recepcidn, la cual debera estar debidamen-
te autorizada al efecto.

Del mismo modo, se debe disponer de un sistema de registro de salida de soportes
informaticos con la misma informacién que se ha detallado, excepto la relativa al emi-
sor y a la persona responsable de la recepcion, que debe ser sustituida por la corres-
pondiente al destinatario, y a la persona responsable de la entrega.

Cuando los soportes vayan a ser desechados o reutilizados se han de adoptar las
medidas necesarias para impedir cualquier recuperacion posterior de la informacién al-
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macenada en elllos. Todo ello con caracter previo a que se proceda a darlo de baja en
el inventario.

Las operaciones de mantenimiento también pueden dar lugar a que los soportes sal-
gan fuera de los locales donde se encuentran ubicados los ficheros. En tal caso sera
preciso, asimismo, adoptar las medidas necesarias para impedir la recuperacion inde-
bida de la informacién almacenada en ellos.

La distribucién de los soportes que contengan datos personales relativos a la salud
se ha de realizar bien cifrando los datos, bien utilizando cualquier otro mecanismo que
garantice que dicha informacién no sea inteligible ni manipulada durante su transporte.

Si la transmisién de dichos datos se realiza a través de redes de telecomunicaciones,
se debe cumplir igualmente lo expuesto en el parrafo anterior.

Con el fin de evaluar las medidas de seguridad implantadas, los sistemas de infor-
macion e instalaciones de tratamiento de datos se han de someter a una auditoria que
verifique su cumplimiento y los procedimientos e instrucciones vigentes en materia de
seguridad.

A tal efecto, el informe de auditoria debe dictaminar las medidas y controles exigi-
bles, identificar las deficiencias y proponer las medidas correctoras o complementarias
que resulten necesarias. Asimismo habra de incluir los datos, hechos y observaciones
en que se basen los dictamenes alcanzados y las recomendaciones propuestas. Estos
informes de auditoria tienen que ser analizados por el responsable de seguridad, quien,
a su vez, elevara al responsable del fichero las conclusiones pertinentes. El responsa-
ble del fichero tiene la obligacion de adoptar las medidas correctoras adecuadas.

Los informes de auditoria se han de conservar, ademas, quedando a disposicion de
la AEPD o de las agencias autondmicas cuando éstas sean competentes. La auditoria
puede ser interna o externa y se debe realizar, al menos, cada dos afnos.
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V. Intervencion de los Comités
Eticos de Investigacion
Clinica (CEIC)

1. INTRODUCCION

Los Comités Eticos de Investigacién Clinica (CEIC) tienen el objetivo de salvaguardar
el bienestar y los derechos de los sujetos participantes en la investigacién médica, den-
tro de la que se incluye la investigacidn sobre personas, incluso la que se basa en las
historias clinicas y las muestras biolodgicas. Tras enunciar este cometido general, pue-
de resultar Gtil delimitar cuales son las intervenciones practicas de los CEIC en el cam-
po de la investigacién con muestras biolégicas.

Los CEIC surgen con la Ley 25/1990, de 20 de diciembre, del Medicamento, con el
objetivo de evaluar los ensayos clinicos con medicamentos o productos sanitarios. En
la practica, estos CEIC cumplen los mismos objetivos en relacién con cualquier tipo de
investigacién sobre personas, incluyendo los que se basan en el andlisis de historias
clinicas o muestras bioldgicas.

En primer lugar, se debe sefalar que la garantia de respeto a los sujetos de la inves-
tigacion que aporta el CEIC se articula necesariamente con la garantia que deben apor-
tar los investigadores y los promotores del proyecto, que son, sin duda, los maximos
responsables de que la investigacion se realice de acuerdo con los principios éticos.
Por otro lado, es necesario que la investigacion se realice, efectivamente, de acuerdo
con los procedimientos y las garantias notificados al CEIC (en la obtencién del consen-
timiento, por ejemplo). EI cumplimiento de los procedimientos notificados al CEIC es
responsabilidad de los promotores y los investigadores, aunque es conveniente que las
instituciones en las que se realiza la investigacion y las autoridades competentes esta-
blezcan los mecanismos de supervision adecuados.

2. : CUANDO SE DEBE RECABAR LA OPINION
PREVIA DEL CEIC?

La norma general es que se debe recabar la aceptacién previa de un CEIC antes
de realizar cualquier proyecto de investigacion con muestras bioldgicas humanas.
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Asimismo, en el marco de esta afirmacién general, se pueden hacer algunas consi-
deraciones.

El CEIC esta implicado en la evaluacién de la utilizacion de muestras biolégicas hu-
manas en proyectos de investigacion, entendiendo como tales aquellos proyectos di-
sefiados con el fin de obtener conocimiento generalizable (sobre una enfermedad, so-
bre una poblacion). No todo lo que se separa de la rutina asistencial es investigacion.
Asi pues, no se considerara proyecto de investigacion la utilizacion experimental (prue-
bas no rutinarias o0 no aceptadas para la practica habitual) de muestras biolégicas de
un paciente concreto con el fin fundamental de la asistencia a ese paciente (diagnés-
tico, terapéutica...). Por ejemplo, en un paciente se sospecha una enfermedad no ha-
bitual y su médico decide remitir una muestra de sangre del paciente a otro centro
donde se investiga sobre dicha enfermedad y se esta trabajando en la validacion de
una determinada técnica analitica novedosa. El fin fundamental del médico es el diag-
nostico del paciente, por lo que este tipo de utilizacion experimental de muestras de
un paciente concreto se encuadraria dentro de la practica asistencial y no se consi-
deraria un proyecto de investigacion que deba ser aprobado como tal por el CEIC. Por
supuesto, este caso esta sujeto a los preceptos que establecen la Ley Organica de
Proteccién de Datos de Caracter Personal (LOPD) y la Ley de Autonomia del Pacien-
te, por lo que se refiere a la informacion y el consentimiento del paciente o al manejo
confidencial de sus datos.

Habitualmente también se consideran fuera del concepto de investigacion las audito-
rias, los controles de calidad o los andlisis de la actividad asistencial habitual, aunque el
limite entre los dos tipos de actividades puede ser, en alguna ocasién, confuso. Como
ejemplos de este tipo de estudios se puede citar un estudio de la utilizacién real de una
determinada prueba diagnostica y de su adecuacion a unos criterios de solicitud pre-
viamente acordados o el andlisis comparativo de sensibilidad y especificidad de dos
pruebas diagndsticas habituales. En no pocos casos, los responsables de estos estu-
dios tienen dudas acerca de si su proyecto necesita la aprobacion del CEIC. En caso de
duda, el consejo del CEIC siempre sera someterlo a la consideracién del comité.

El CEIC debe entender que la investigacion biomédica es una actividad naturalmen-
te imbricada con la asistencia médica, tanto en lo que se refiere a la investigacién so-
bre terapéutica, como a la etioldgica, la epidemioldgica, la de utilizacién de recursos...
y se debe tener en cuenta que la investigacion biomédica es una actividad imprescin-
dible para el avance de la Medicina. La sociedad y las personas que la forman son be-
neficiarias de los avances del conocimiento hasta ahora conseguidos, y tienen la res-
ponsabilidad de seguir apoyandola. Por ello, se debe huir de prejuicios contrarios a la
investigacion o de importar a la investigacién, en Espafna, procedimientos extrafios
que tienen su origen en la medicina defensiva, pero que aportan una dudosa contri-
bucién a la correcta informacion, al respeto y a la proteccién de los derechos de los
pacientes. Resulta a veces dificil comprender la distancia que existe entre las garan-
tias que se exigen para el cumplimiento de la LOPD en la investigacién epidemiologi-
cay las garantias que existen del cumplimiento de la misma norma en el manejo de
los datos de salud de las personas para cualquier actividad que no sea la investiga-
cién. Como ejemplo de esas diferencias, se puede pensar en la utilizacion de los da-



tos personales para campanas institucionales o de imagen, tales como las encuestas
de satisfaccion de pacientes o las recientes campafas sobre la reduccién de las lis-
tas de espera quirdrgicas. La utilizacién de los ficheros de pacientes, para remitirles a
su domicilio una carta personalizada de propaganda, es poco probable que se consi-
dere aceptable por los CEIC, aplicando los mismos principios que se aplican a los pro-
yectos de investigacion.

3. ¢ QUE DOCUMENTACION SE DEBE
PRESENTAR PARA SOLICITAR )
LA AUTORIZACION DE LA INVESTIGACION?

Como se sabe, no existe de momento una legislacion en Espafa que regule la inves-
tigacién biomédica con caracter general ni, por lo tanto, el procedimiento para su au-
torizacion. Los ensayos clinicos con medicamentos o productos sanitarios estan regu-
lados en el Real Decreto 223/2004, de 6 de febrero.

Por otra parte, la Comisién Europea publicé en abril de 2004 una guia sobre la docu-
mentacién que se debe aportar al Comité Etico de Investigacién Clinica junto con la
solicitud de dictamen sobre un ensayo clinico con medicamentos de uso humano. Este
documento prevé algunas cuestiones relativas al uso de muestras bioldgicas dentro de
un ensayo clinico, especificando la necesidad de respetar la legislacion sobre protec-
cién de datos, y los elementos que deben constar en la informacion previa a la obten-
cién del consentimiento informado (ver apartado 4.6 y anexo 6 de dicha guia).

En la pagina web de la Agencia Espafola de Medicamentos y Productos Sanitarios,
www.agemed.es, se pueden consultar las legislaciones nacional y europea anterior-
mente mencionadas y encontrar informacién detallada sobre los requisitos aplicables
en estos casos.

La documentacién que se debe presentar al CEIC referente a un proyecto de investi-
gacion referido Unicamente a la utilizacion de muestras biolégicas constara normalmen-
te de un protocolo, de documentos que se emplearan en la obtencién del consentimien-
to informado, de un resumen del curriculum vitae de los investigadores y de una descrip-
cién somera del centro donde se llevara a cabo la investigacion. El contenido de estos
documentos debe permitir al CEIC evaluar los aspectos que se detallan en el apartado
siguiente.

4. EVALUACION DE PROYECTOS
DE INVESTIGACION CON MUESTRAS
BIOLOGICAS

Cuando un CEIC se enfrenta a un proyecto de investigacion con muestras biolégi-
cas, la primera diferencia que habitualmente se establece es la siguiente:
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1) Se trata de una recoleccion prospectiva de muestras para un proyecto de inves-
tigacion. En estas recolecciones prospectivas pueden distinguirse las siguientes situa-
ciones (Figura 1):

- Las muestras se obtienen expresamente para investigar sobre ellas, es decir, la ex-
traccién de sangre u obtencion de tejido se realiza para la investigacion. Algunas
veces la obtencion se realizara aprovechando un procedimiento asistencial (extrac-
cién de un tubo mas de sangre al pinchar al paciente, obtencion de una muestra de
tejido adyacente adicional en la cirugia...).

- Las muestras sobre las que se investiga son el material que se ha obtenido para la
asistencia (tejido tumoral, muestra de sangre o suero sobrante tras realizar los ana-
lisis necesarios...).

2) Se trata de un proyecto de investigacion que se realiza sobre muestras ya re-
cogidas y archivadas. En este caso, las muestras pueden haberse obtenido en el trans-
curso de la asistencia normal o en un proyecto de investigacién previo.

4.1. Proyectos que suponen una obtencion prospectiva de muestras

4.1.A. Proyectos que suponen una obtencion prospectiva de muestras
con un fin especifico de investigacion

En los proyectos que suponen una obtencidn prospectiva de muestras con un fin es-
pecifico de investigacion se debe obtener el consentimiento informado del paciente por

Evaluacion
del CEIC

Proyecto de investigacion
con muestras biologicas

Recoleccion “prospectiva” de muestras Proyecto de investigacion
para un proyecto de investigacion sobre muestras “recogidas”
Muestras obtenidas = Muestras procedentes Muestras ~ Muestras
especificamente de un procedimiento anonimas identificadas/identificables
para investigacion asistencial

Con Cl previo Sin Cl previo

Clpara la obtencion | para la utilizacién | No precisa Cl

y utilizacién de la muestra
de la muestra Cl:
Compropar valorar
Cl previo factibilidad
(objetivos)

Evaluacion del CEIC.



escrito. El CEIC evaluara el consentimiento que han de firmar los sujetos participantes
en la investigacion, que se presentara junto con el protocolo del proyecto al que esta
vinculado. Se tendran en cuenta los siguientes aspectos que constan en la Tabla | (véa-
se ademas la “Guia para la elaboracién del consentimiento de los sujetos” en el capi-
tulo VI de la presente guia).

Aspectos que debe recoger el consentimiento informado
Hoja de informacién al paciente: consentimiento informado

Objetivo de la recoleccion de muestras

Método de obtencién de las muestras

Método de identificacion (muestras anénimas vs. identificables)
Conservacion (dénde, como y cuanto tiempo)

Voluntariedad de la participacion

Derecho de revocacion

Confidencialidad

Cesion

Explotacién de resultados

Ausencia de beneficio econémico

A.1. Objetivo de la recoleccion de dichas muestras

El objetivo de la recoleccién de una muestra bioldgica puede: a) estar vinculado a un
proyecto de investigacién con un objetivo concreto o b) formar parte de un banco de
muestras. Obviamente, el objetivo sera mas amplio en el caso de los bancos de mues-
tras, lo cual es aceptable siempre que el sujeto esté adecuadamente informado acerca
de las actividades para las que consiente (por ejemplo, la investigacion sobre enferme-
dades cardiovasculares, la investigacion médica en general...). Para evaluar cual es la
amplitud del espectro de investigacion que se puede considerar aceptable hara falta va-
lorar al mismo tiempo el interés del proyecto, si se trata de muestras identificables o ané-
nimas y el tiempo y condiciones de conservacion de muestras y datos que se propone
(ver informacion adicional del apartado 3.2 y de la seccién 7 del capitulo Il de esta guia).

A menudo se dan las dos situaciones y las muestras se destinan inicialmente a un pro-
yecto concreto pero se desea mantenerlas posteriormente en un banco. El sujeto consen-
tira de forma independiente para las dos utilizaciones y se explicaran las limitaciones es-
tablecidas en cada caso en cuanto a utilizacion y tiempo de almacenamiento, identifica-
bilidad de las muestras y demas requisitos que se desarrollan a continuacion. En los ca-
sos en que el sujeto pueda contemplar su participaciéon en el proyecto de investigacion
como beneficiosa para su enfermedad (por ejemplo, ensayo clinico terapéutico), el CEIC
debe vigilar que el consentimiento para la donacién a un banco de muestras se plantee
de forma independiente para preservar su caracter voluntario, que podria verse en peli-
gro por el deseo o la necesidad del paciente de participar en el ensayo terapéutico.

A.2. Método de obtencion de las muestras

Se debe recabar el consentimiento informado tanto para la obtencién de la muestra
como para su utilizacioén. Los riesgos y las molestias derivados del procedimiento de
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obtencion de la muestra deben estar contemplados en el consentimiento. El hecho de
que la obtencidén genere poco o nulo dafo o riesgo para el paciente no exime de infor-
mar y solicitar el consentimiento del paciente para dicha obtencién. Por ejemplo, si se
trata de obtener un tubo de sangre adicional aprovechando un pinchazo que se reali-
za al paciente debido a su asistencia normal, aunque no sea preciso extenderse en los
riesgos y molestias del pinchazo, se debe pedir consentimiento para la obtencién del
tubo adicional. Si el procedimiento de obtencion de la muestra conllevara riesgos im-
portantes para la salud del sujeto, no se podria justificar la obtencién en aras de la in-
vestigacion cientifica, ni tan siquiera con el consentimiento del sujeto (ver informacién
adicional en el apartado 2.2 del capitulo Il de esta guia).

A.3. Método de identificacion de las muestras

Tras la extraccidn de la muestra se le asignara un cédigo que sera su Unico identifi-
cador. El cédigo asignado no debe permitir extraer ningun tipo de informacién sobre la
identidad o patologia del paciente. Con frecuencia se encuentran cédigos formados
por las iniciales del paciente o en los que se incluyen iniciales de la patologia que pa-
dece, lo cual no es aceptable dado que facilita la divulgacién de informacion de carac-
ter personal del sujeto participante. Las muestras pueden ser: 1) anénimas (no es po-
sible su vinculacién a una persona identificable por nombre, direccién, nimero de his-
toria clinica...), en este caso no sera necesario establecer los puntos relativos a la con-
fidencialidad, almacenamiento y derecho de revocacién del consentimiento (LOPD); o
2) muestras identificables o identificadas, en cuyo caso se deberan establecer y garan-
tizar las acciones destinadas a mantener la confidencialidad de los datos de acuerdo
con lo establecido en la LODP (ver informacién adicional en los apartados 4.1.A.3y
4.2 A del capitulo Il de esta guia).

A.4. Conservacion

La persona debe dar su consentimiento para la conservacién y el almacenamiento
de la muestra y debe ser informada acerca de dénde, cuanto tiempo y para qué fines
se almacena. La muestra se debe conservar en un lugar seguro y de acceso restringi-
do. Se conservara por un periodo de tiempo limitado y proporcional al tiempo necesa-
rio para llevar a cabo los objetivos establecidos. En el caso de los bancos de muestras,
parece mas dificil definir un periodo limitado de tiempo, pero se entiende que éste nun-
ca debe ser superior al requerido para garantizar su manejo confidencial. Debe esta-
blecerse si, transcurrido ese tiempo maximo, las muestras seran destruidas o bien se
conservaran pero tras destruir el cddigo que las mantiene identificables, pasando a for-
mar parte de un banco de muestras andénimas. En este ultimo caso (muestras anéni-
mas o0 anonimizadas), no es necesario establecer los requisitos anteriores, aunque el
paciente debe conocer y consentir que su muestra sera conservada de este modo (ver
informacion adicional en el apartado 4.2 del capitulo Il de la presente guia).

A.5. Confidencialidad

Se debe garantizar que la informacién clinica referente al sujeto y los datos obtenidos
del manejo de su muestra seran considerados confidenciales y tratados en consecuen-



cia, de acuerdo con los requisitos establecidos en la Ley Organica 15/1999 de 13 de di-
ciembre, de Proteccion de Datos de Caracter Personal. El acceso a la relacion entre el
codigo de la muestra y la identidad del sujeto estara restringido al personal autorizado.
La confidencialidad se garantizara incluso en el supuesto de que se transfieran datos o
parte de la muestra a terceras personas (ver informacion adicional en los apartados 4.2.B
y 6.3 del capitulo Il, seccién 7 del capitulo Il, y en la seccion 3 del capitulo IV de esta guia).

A.6. Gratuidad de la donacion

El sujeto debe ser informado de la gratuidad de la transmisién de la propiedad de 6r-
ganos, tejidos y células siempre que estén destinados meramente a la investigacién
cientifica. Sin embargo, parece razonable que al sujeto se le compense por las moles-
tias derivadas de la obtencién de la muestra (por ejemplo, gastos de desplazamiento),
sin que esta “compensacién” se convierta en “remuneracion” (ver informacion adicio-
nal en los apartados 2.3 y 9.6 del capitulo Il de esta guia).

A.7. Cesion a terceros

En cuanto a la cesién de la muestra a terceras personas, ésta debe ser consentida
por el sujeto y nunca se podra comerciar con ella. Es necesario sefialar que en ocasio-
nes el investigador subcontrata un determinado analisis de la muestra a un laboratorio
externo. Se entiende que la propiedad de la muestra, en este caso, contintia siendo del
investigador y que no se esta cediendo el derecho al control y al manejo de la muestra
a terceras personas (ver mas informacion en los apartados 5.3, 6.2 y 6.3 del capitulo Il
de la presente guia.).

A.8. Explotacion de resultados

El CEIC debe valorar la existencia de un posible beneficio particular para el paciente
a partir de los resultados del andlisis. Si existe posible beneficio, cuando se solicite el
consentimiento para participar en la investigacion, se debe preguntar sobre el deseo
de ser o0 no informado de los hallazgos de la investigacién. Esta disposicion no es apli-
cable a investigaciones sobre datos completamente andénimos ni a resultados que no
permitan sacar conclusiones particulares sobre las personas que hayan participado en
tales investigaciones. Asimismo, cuando no se prevea un beneficio directo e individual
para el sujeto, se le debera informar adecuadamente (ver mas informacion en el apar-
tado 4.2.C del capitulo Il de esta guia).

A.9. Derecho de revocacion del consentimiento

El consentimiento siempre es revocable. Este derecho solo es ejercitable cuando se
trata de muestras asociadas o asociables a un sujeto identificado. El consentimiento
debe establecer las consecuencias de la revocacion, esto es, la destruccion o la ano-
nimizacién de la muestra y la no obtencién de nueva informacién biomédica de esa
muestra, asi como informar de la no destruccion de la informacion biomédica obteni-
da hasta ese momento de dicha muestra (ver informacién adicional en el apartado 3.2
del capitulo Il de la presente guia).
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A.10. Voluntariedad de la participacion

El consentimiento para participar debe otorgarse de forma libre y convenientemen-
te informada. El sujeto debe ser informado de que su participacién es voluntaria, asi
como de que tiene derecho a negarse a participar en cualquier momento sin que por
ello se vea afectada su atencién médica.

A.11. Ausencia de beneficio economico

Es habitual que los promotores quieran incluir un parrafo aclarando que el suje-
to no tiene derechos sobre las patentes y explotaciones comerciales de los des-
cubrimientos que se realicen. Se entiende que la inclusién de esta informacion
sirve para proteger los intereses de los promotores mas que los del sujeto parti-
cipante, pero parece razonable a raiz de las controversias generadas por situacio-
nes como el caso Moore contra el Rectorado de la Universidad de California (ver
informacién adicional en la seccién 9 del capitulo Il y en el caso practico 6 del ca-
pitulo VI).

4.1.B. Proyectos que suponen una utilizacién adicional para la investigacion
de unas muestras obtenidas para asistencia

En los proyectos que suponen una utilizacion adicional para investigacién de unas
muestras obtenidas para asistencia, como ya se ha indicado, el consentimiento para
el procedimiento principal justifica la extraccién de la muestra y, por tanto, no es ne-
cesario un consentimiento para la obtencion, pero sera necesario que el paciente
consienta en esa utilizacion secundaria de su muestra para la investigacion. Es po-
sible que el consentimiento para la utilizacion en investigacién se plantee como unos
parrafos adicionales a un consentimiento que ya esta previsto obtener para el pro-
cedimiento al que el paciente va a ser sometido, o que el consentimiento de utiliza-
cion para la investigacion sea el Unico consentimiento formal que se va a obtener
del paciente.

En ambos casos, la evaluacion debe referirse a los aspectos ya comentados refe-
ridos en la Tabla .

Aunque no sea lo habitual, actualmente en los hospitales espafioles se ha sugeri-
do la conveniencia de incluir de forma rutinaria algunos parrafos en los consentimien-
tos asistenciales para que, con las oportunas salvaguardas de confidencialidad y de
respeto, los pacientes puedan autorizar el uso de sus datos para actividades de in-
vestigaciéon y docencia.

4.2. Aprobacion de una investigacion sobre muestras
ya recogidas

Es muy habitual que el CEIC se enfrente a un proyecto de investigacién sobre mues-
tras ya recogidas y archivadas en condiciones dispares de consentimiento, garantias
de confidencialidad y demas requisitos.



En general, se acepta que el uso en investigacion de muestras anénimas que provie-
nen de colecciones ya existentes no precisa una evaluacion por el CEIC mientras se
trate Unicamente de investigacion in vitro.

En el caso de muestras identificadas o identificables, se considera que la investiga-
cién se realiza en seres humanos y se debe evaluar por un CEIC. La manera de enfren-
tarse a estos proyectos no deberia ser muy distinta de los planteamientos que los CEIC
se hacen al evaluar proyectos de investigacién sobre datos ya recogidos en las histo-
rias clinicas.

Se plantean dos situaciones fundamentales:

¢ | as muestras se obtuvieron con el consentimiento para la investigacion: se debe
comprobar si dicho consentimiento contempla el objetivo actual de investigacion,
€N Cuyo caso no seria necesario volver a recabarlo. A menudo, aunque la nueva in-
vestigacidén no estuviera incluida en el proyecto para el que el individuo consintid,
los objetivos y procedimientos del nuevo estudio son muy similares y el CEIC no
encuentra dificultades para juzgar si la nueva investigacion planteada se encuentra
incluida.

¢ | as muestras se obtuvieron sin el consentimiento para la investigacion o la investi-
gacion propuesta se juzga no cubierta por el consentimiento otorgado. En princi-
pio, se debe solicitar el consentimiento para el nuevo proyecto y el CEIC valorara
si la informacion aportada al sujeto cumple con los requisitos mencionados en la
Tabla I.

En el segundo caso se debe tener en cuenta la factibilidad de obtener el consenti-
miento del sujeto. No existe razén para obviar la obtencién del consentimiento si, por
ejemplo, se trata de pacientes que acuden periédicamente a la consulta del investi-
gador. En cambio, cuando la obtencién del consentimiento requiera medidas activas
para contactar con los pacientes (cartas, llamadas, anuncios...), el CEIC debe enten-
der que esta accién puede, en si misma, generar inconvenientes a los pacientes y a
sus familiares y no se debe proponer sin sopesar cuidadosamente si realmente supo-
ne una proteccién del bienestar y de los derechos de los pacientes.

Cuando la obtencién del adecuado consentimiento suponga un esfuerzo y la utili-
zacion de tiempo y de recursos que ponga en peligro la viabilidad del proyecto, el con-
sentimiento se debe considerar no factible y no se debe exigir sin sopesar cuidado-
samente si es imprescindible, puesto que, de facto, su exigencia puede suponer un
veto a la realizacion de la investigacion.

Si el contacto con los donantes no es posible realizarlo con un esfuerzo razonable y
se prevé la utilizacion de muestras identificadas o identificables, aunque no existe le-
gislacién nacional al respecto, teniendo en cuenta la Recomendacion (2006) 4 del Co-
mité de Ministros del Consejo de Europa sobre la investigacion con muestras biol6gi-
cas de origen humano, el proyecto de investigacién podria ser viable —sin el consenti-
miento de los sujetos- si el CEIC concluye que se cumplen las afirmaciones recogidas
a continuacion:
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¢ | a investigacion aborda una cuestion de interés cientifico notable.

¢ | os objetivos no podrian conseguirse utilizando muestras biolégicas para las que
se disponga del consentimiento informado del donante.

¢ No se prevén consecuencias negativas para los sujetos donantes o sus familiares
derivadas de llevar a cabo la investigacion.

¢ No consta oposicion expresa de los sujetos para la utilizacién de las muestras con
los fines previstos.
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VI. Anexos

1. CASOS PRACTICOS

Caso practico 1. Acerca de los criterios de distribucion
de la muestra

Un investigador del Fondo de Investigacién Sanitaria (FIS), que trabaja en el hos-
pital universitario A, ha realizado un estudio de expresion muiltiple mediante arrays
de ADN y se plantea utilizar muestras congeladas de cierto tipo poco frecuente
de tumores humanos para confirmar sus resultados. Se dirige al responsable del
banco de tumores de su propio hospital para pedirle las muestras que necesita.
Mientras tanto, otro investigador perteneciente al hospital B de otra comunidad
auténoma, al que acaban de conceder un proyecto del Plan Nacional, pide al ban-
co de tumores del hospital A un numero similar de muestras de la misma entidad
tumoral. ¢ A quién se deben enviar preferentemente las muestras?

Este caso trae a colacion dos preguntas de fondo como son, en primer lugar, cuales
son los criterios para aprobar una solicitud problematica y, en segundo lugar, cémo re-
partir la misma muestra entre dos investigadores.

La respuesta a la primera pregunta es compleja: en primer lugar, una decision relati-
vamente tan compleja como la que debe tomar el responsable de este banco de tumo-
res se deberia tomar en realidad de manera colegiada por parte del Comité Cientifico
del banco. En esta decision los criterios mas importantes deberian ser:

¢ Que exista un aval cientifico para el proyecto. Probablemente, el hecho de que haya
sido evaluado por pares —por ejemplo, la Agencia Nacional de Evaluacién y Pros-
pectiva (ANEP)- es un criterio suficiente.

¢ Que el proyecto tenga viabilidad econdmica (no porque el banco dependa de los
pagos, sino porque un proyecto financiado supone un compromiso mas fuerte para
los miembros de su equipo investigador).

¢ Que exista una garantia ética para el proyecto.

La respuesta a la segunda pregunta es que dicha disyuntiva es con frecuencia ficti-
cia: muchos investigadores pueden compartir cantidades limitadas del mismo mate-
rial. Eso es evidente en el caso de las muestras liquidas (suero/plasma, ADN, ARN, cé-
lulas sanguineas), donde la practica habitual es realizar multiples alicuotas del material
almacenado. En el caso de los tejidos solidos, una buena practica es congelarlos en
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criomoldes junto a un criopreservante (por ejemplo, OCT), lo que permite realizar mul-
tiples secciones en un criostato; es realmente sencillo compartir con los investigado-
res secciones de criostato de un tejido sélido. La otra opcion es realizar de manera sis-
tematica suspensiones celulares de tumores sélidos, alicuotarlas y conservarlas con-
geladas. Se pueden enviar criotubos con suspensiones celulares a los investigadores
sin necesidad de descongelar las células.

Un comentario adicional al problema es que resulta muy dificil que un solo hospital
disponga de las muestras de una entidad poco frecuente necesarias para poder aten-
der él solo las necesidades de un grupo de investigacién. Por esta razén, los bancos
de tejidos de Espanfna estan agrupados habitualmente en redes cooperativas, con pro-
tocolos idénticos, y frecuentemente con las mismas bases de datos.

Caso practico 2. Acerca de los criterios de seleccion
de la muestra para biobancos

El responsable del banco de tumores de cierto hospital acaba de recibir la acre-
ditacion necesaria para que el banco comience a almacenar muestras. Se trata
de un hospital terciario de 1.500 camas, que genera un nimero potencial de mues-
tras de unas 850 al ano. Puesto que el espacio de almacenamiento y los recursos
del banco son limitados, dicho responsable se plantea qué tipo de muestras debe
tener preferencia.

Esta claro que un banco no puede admitir y almacenar indefinidamente todo el ma-
terial disponible: seria demasiado costoso y probablemente poco util. A la hora de po-
ner en marcha un banco hay que dejar bien establecidos sus objetivos. En general, los
biobancos pueden tener como objetivo la investigacion epidemiolégica o poblacional,
la investigacion de enfermedades especificas, un caracter diagndstico o un caracter
terapéutico. Cada biobanco debe concretar sus objetivos. Estos pueden estar deter-
minados por el tipo de institucion, los intereses de los grupos de investigacién del cen-
tro o el tipo de pacientes/donantes a los que se dirija.

En el caso del problema expuesto (un banco de tumores hospitalario), y con carac-
ter muy general, se puede sugerir que durante los dos primeros afos la mitad de las
muestras almacenadas corresponda a los tipos tumorales mas prevalentes (mama, co-
lon, pulmodn, etc.) con el fin de adquirir unos fondos minimos con los que hacer frente
a solicitudes de proyectos de investigacion. La otra mitad podria ir dirigida a los casos
de entidades que interesen especialmente a los grupos de investigacion del centro o
red en la que se encuadre el banco, o bien a todo tipo de tumores menos frecuentes
(linfoides, melanomas, sarcomas, etc.). En el caso del problema presentado es muy
probable que, en dos afos, se hayan cubierto los fondos minimos de los tumores mas
prevalentes, con lo que a partir de ese momento posiblemente merezca la pena cen-
trarse solo en los tumores menos prevalentes 0 mas interesantes para el centro.

Este comentario se podria aplicar practicamente igual en el caso de un banco de tu-
mores que tenga un nimero menor de muestras al afio. Aqui, sin embargo, el tiempo
necesario para tener unos fondos minimos de los tumores mas prevalentes es mayor,



con lo que la sugerencia seria la de continuar durante un periodo de tiempo mayor con
la recomendacion realizada en el parrafo anterior para los primeros dos afios de vida
del banco.

Caso practico 3. Acerca del consentimiento informado
en muestras almacenadas no anénimas: caso practico
de un banco actual de ADN

Planteamiento
Primera parte

Muestra de sangre de una niia que llegé al laboratorio hace seis afios con un vo-
lante de peticion: “Descartar sindrome X fragil” por retraso psicomotor y retraso
mental no tipificado con conductas autistas. No se dispone nada mas que del vo-
lante del clinico que lo indica y no existe consentimiento informado.

Se extrae el ADN de la muestra, se realiza el estudio molecular solicitado y la nifia no da
positivo para el sindrome X fragil. Se informa convenientemente por escrito al clinico que
ha remitido la peticion. El ADN extraido de la muestra sanguinea se archiva en el banco.

Segunda parte

Anos mas tarde se obtiene un proyecto para el estudio genético del retraso men-
tal no tipificado. Se trata de chequear una serie de genes para ver si presentan mu-
taciones en casos de pacientes sin diagnoéstico. El proyecto ha sido bien protoco-
lizado, tiene el consentimiento informado aprobado por el CEIC del hospital y se
sigue correctamente la pauta con los pacientes que acuden prospectivamente.

Pero el laboratorio tiene —como tantos otros— miles de muestras en el banco, muchas
de ellas susceptibles de aplicarse en el proyecto mencionado. Es imposible para el
equipo investigador llamar a todos los pacientes para explicar el proyecto y recabar el
consentimiento informado, ya que en muchos casos no existe ni historia, ni teléfonos,
ni contactos. Aun asi, debido a la importancia diagnéstica del proyecto y a las implica-
ciones familiares y de prevencion, asi como a la baja prevalencia de estas anomalias,
se decide abordar también el estudio retrospectivo.

Tercera parte

Se encuentra una anomalia en la nina mencionada en la primera parte que, sin
lugar a dudas, justifica la clinica mencionada.

Hay que informar a los padres de la nifia no sélo del hallazgo, sino también de por
qué se ha llevado a cabo la deteccién, por qué habia muestras en el banco y, ademas,
dado que se ha pagado con un fondo de investigacion, de que seria conveniente que
colaboraran aportando mas datos. Tarea nada facil para personas que, en general, des-
conocen todo sobre los nuevos hallazgos de la Genética.
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Resoluciéon del caso

En primer lugar, se localiza al clinico que en su dia derivo a la paciente. Se le explica
el caso vy, por la complejidad del estudio realizado y de los resultados obtenidos, opi-
na que debe ser el equipo investigador el que explique el tema a los padres. Aun asi,
él es el que contacta con la familia a través de los datos de su historia y les comunica
que hay novedades en el caso de su hija y que es importante que se pongan en con-
tacto con el equipo investigador.

Los padres llaman un poco extrafados y, entonces, se les recuerda la extraccién que
en su dia se hizo para el sindrome X fragil y que resultdé negativa. Se les pregunta cémo
evoluciona la nifia y, al comprobar que sigue sin diagndstico y que los padres conti-
nuan buscando qué tiene su hija, se les explica el proyecto que se esta realizando ac-
tualmente.

Se comprueba el interés por participar y, llegado este punto, se les dice la verdad:
ya se ha llevado a cabo algun estudio de forma adelantada y, por lo tanto, deberian
ir a la consulta para que se les explique todo y para que firmen el consentimiento in-
formado. Aceptan y se les cita.

En la consulta se les explica el proyecto y los hallazgos, asi como sus consecuen-
cias clinicas tanto para la nifla como para sus familiares, por la posibilidad de ser he-
reditaria. Se pide la colaboracion por parte de la familia, asi como la aportacién de
mas muestras y datos de la nifa.

Se utilizan en la consulta los recursos del asesoramiento genético: cercania a la fa-
milia, comunicacién fluida, explicaciéon clara y exhaustiva, optimismo a la hora de en-
carar los resultados, receptividad para contestar cualquier pregunta formulada por
ellos...

El resultado es que los padres, tutores de la nifia discapacitada y por lo tanto
personas legales para firmar el consentimiento informado, otorgan su consenti-
miento a toda la investigacién planteada por el equipo y agradecen que se siga in-
vestigando.

Caso practico 4. Acerca de la creacion de un banco de células
madre de cordén umbilical

En los ultimos afos, la utilizacidn de células de cordén umbilical para el tratamien-
to de determinadas patologias hematologicas y, sobre todo, como posible fuente de
células utilizables en terapia celular y Medicina Regenerativa ha aumentado conside-
rablemente el interés por su almacenaje y utilizacion.

Algunos autores, realmente con poca base cientifica, han argumentado que el
cordon podria ser mejor fuente de células troncales que la sangre periférica o, in-
cluso, que la médula 6sea, porque el nUmero de éstas es mayor en él y porque son
células primitivas con una bajo grado de antigenicidad. Ello ha ocasionado que,



junto con los bancos publicos, distintos organismos e instituciones privadas, y has-
ta particulares, pretendan crear bancos de células madre de corddén umbilical.

PROBLEMA: la autorizacion para la creaciéon de un banco de células madre de
cordoén umbilical a un particular que proporciona exclusivamente la infraestruc-
tura necesaria para el almacenaje. El banco pretende cobrar a los depositarios
solamente el coste del almacenaje (aproximadamente 60 €/mes), asegurando la
preservacion de las células durante diez anos.

En realidad, el problema propuesto encierra dos interrogantes: ¢ el establecimiento
previsto es un verdadero biobanco? ¢Deberia ser autorizado independientemente de
su naturaleza?

En la actualidad no existe todavia, en la legislacion espafola, una normativa clara al
respecto y realmente tampoco en la europea. La Directiva 2004/23/CE del Parlamento
Europeo y del Consejo, de 31 de marzo de 2004, insta a los Estados miembros a que
“adopten medidas destinadas a fomentar una participacién destacada del sector pu-
blico y de los organismos, sin animo de lucro, en la prestacién de servicios de aplica-
cién de células y tejidos...”.

Para contestar a la pregunta de si el establecimiento propuesto es 0 no un bioban-
co, habria que revisar sus caracteristicas con respecto a la definiciéon que se esta dan-
do del mismo en la presente obra. De esta forma, se podria entender que alguna ca-
racteristica del biobanco si se podria cumplir, como la necesidad de trabajar “sin ani-
mo de lucro”. Es muy dudoso, sin embargo, que cumpla los aspectos referidos a “aco-
ger una coleccion de muestras biolégicas organizada como una unidad técnica con
criterios de calidad, orden y destino”, y desde luego no cumpliria aquellos que indi-
can que el biobanco es un establecimiento “con fines diagndsticos o de investigacion
biomédica”.

Parece, por consiguiente, que este tipo de establecimiento no cumple con la defini-
cién de un verdadero biobanco.

Con respecto a si deberia autorizarse la apertura de tal establecimiento, habria que
tener en cuenta que la creacién de un biobanco sélo deberia ser aprobada si cumple,
entre otras, las siguientes caracteristicas:

e Su organizacion, objetivos y medios disponibles deben justificar su interés bio-
médico.

e Contara con un director cientifico y sendos comités externos, uno de ellos cientifi-
co y el otro ético.

e Debera ser certificado por el Ministerio de Sanidad y Consumo, tras inscribirse en
el Registro Nacional de Biobancos.

e Sus actividades no deberan reportar lucro a sus responsables.

Un establecimiento como el descrito no deberia, por consiguiente, ser autorizado
para ejercer como biobanco.
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Caso practico 5. Acerca de la utilizacion de muestras de pacientes
fallecidos

Entre 1993 y 1995, con motivo de la realizacion de un proyecto financiado por la Union
Europea, cinco laboratorios de diferentes paises obtuvieron un nimero muy importan-
te de muestras bioldgicas (plasma y ADN) de pacientes que habian sufrido un infarto
de miocardio y de sujetos sanos. En ese periodo no se considerd necesario solicitar a
los participantes en el estudio el permiso especifico para utilizar su material genético
en un futuro, solamente se obtuvo un permiso genérico de utilizacidon de sus muestras
biolégicas para investigar nuevos marcadores de riesgo de enfermedad cardiovascu-
lar. El estudio finalizé y los resultados fueron publicados.

De acuerdo con lo establecido por los investigadores de los cinco laboratorios, las
muestras quedaron almacenadas en uno de los laboratorios participantes, con el acuer-
do de utilizarlas en el futuro, previo permiso consensuado, si aparecian nuevos intere-
ses investigadores comunes o de alguno de los laboratorios.

Diez afios mas tarde, en 2005, uno de los laboratorios quiso utilizar las muestras al-
macenadas para investigar nuevos factores prondsticos biolégicos y genéticos en la
enfermedad cardiovascular, y solicitd al resto de los laboratorios que iniciaron el es-
tudio permiso para ofrecer las muestras a un laboratorio europeo al que se le habia
encomendado un amplio estudio de epidemiologia molecular de las diferentes pobla-
ciones europeas.

¢ Se podria interpretar que el segundo estudio de riesgo cardiovascular plantea-
do es continuacidén del primero? ¢{Se pueden volver a utilizar estas muestras para
un estudio en el area cardiovascular?

Lo importante es saber si el consentimiento de los sujetos que donaron las mues-
tras para el primer estudio comprende que sus muestras se utilicen en un segun-
do estudio o fase. Si no han cambiado sustancialmente las circunstancias que cons-
taban en la informacién que los sujetos recibieron y en el documento en el que los
sujetos consintieron, se podria responder afirmativamente. A estos efectos, seria
sustancial, por ejemplo, que se tratara de otro investigador, de otra finalidad, o que
no se respetara lo previsto en relacién con el periodo de mantenimiento de la
muestra.

¢ Se pueden ceder muestras para un nuevo proyecto de epidemiologia mole-
cular, independiente del objetivo para el que fueron obtenidas?

No, salvo que se solicite y obtenga un nuevo consentimiento. Se ha de tener en
cuenta que los sujetos consintieron en la utilizacién de las muestras con una finali-
dad determinada y en unas determinadas circunstancias. Su consentimiento no se
referia a otros usos.

¢ Se podria utilizar el ADN de los pacientes e individuos sanos a los que se les
recogié el ADN en 1992-1995 y que ya han fallecido?



Se deben aplicar los mismos criterios que en las cuestiones anteriores. Es decir, se
actuara segun los términos en los que consintieron los ahora fallecidos.

Es necesario que la valoracién de estas cuestiones se lleve a cabo por el correspon-
diente CEIC.

Caso practico 6. Acerca de la participacion del sujeto
en los beneficios de la investigaciéon

En 1990, la Corte Suprema de California tuvo que resolver el caso Moore contra el
Rectorado de la Universidad de California. En octubre de 1976, el Sr. Moore fue ingre-
sado en el Medical Center de la Universidad de California en Los Angeles por una rara
clase de leucemia (células peludas). Sobre la base de esta patologia, el Dr. Golde acon-
sejé extirpar el bazo. Moore prestd su consentimiento para la intervencion, que se efec-
tuod con toda normalidad. Al mismo tiempo, Golde se habia dado cuenta de que el or-
ganismo de Moore producia sustancias liberadas por los linfocitos T, vinculadas al fun-
cionamiento del sistema inmunitario: linfocinas en cantidades superiores a las norma-
les. La hiperproduccién de esa sustancia, normalmente escasa, hacia posible su aisla-
miento y su produccion artificial a escala industrial, lo que supondria grandes ventajas
comerciales y cientificas. Pero ni Golde ni su ayudante, el Dr. Quan, informaron a
Moore al respecto. Golde utilizaba las células del bazo y las otras sustancias obteni-
das de Moore para desarrollar una linea celular que, junto con Quan, pudo patentar en
1981 con el nombre de células MO. La patente cubria varios métodos para usar la li-
nea celular de Moore y producir linfocinas. En 1982, bajo diversos acuerdos cedieron
los derechos de explotacion comercial al Genetics Institute y a los laboratorios farma-
céuticos Sandoz.

En 1983, Golde pidié a Moore que firmara un formulario de consentimiento informado
relacionado con la utilizacién de sus células para investigaciones cientificas, sefialando
la solicitud como una mera formalidad. No le comenté nada acerca del valor comercial
del material biol6gico. Moore negé el consentimiento. De este modo, dio comienzo una
controversia relativa a la propiedad de los materiales biolégicos de Moore y el consi-
guiente derecho a participar en los beneficios econdmicos que se derivasen de aquélla.

Pero en 1990, la Sentencia de la Corte Suprema de California puso fin al caso, refor-
mando el pronunciamiento precedente y rechazando la demanda de Moore. La Corte
entendia que Moore habia sido perjudicado por Golde, pero mantenia que no se podia
reconocer un derecho de propiedad respecto de los materiales bioldgicos, desde el mo-
mento en que no se puede hablar (sino muy limitadamente) de derecho de propiedad
sobre las partes extraidas del cuerpo. Se denegaba asi la participacién en los benefi-
cios, tanto por la inexistencia de derechos de propiedad, como porque una compensa-
cién econdmica lesionaria la dignidad humana. Finalmente, la Corte decidié en favor de
la accién de caracter personal —que dio lugar a una indemnizacion- mas que de la de
caracter patrimonial. De todos modos, hubo opiniones disidentes y relevantes en el caso.

Lo que ocurre en este caso es que no se da respuesta a una de las cuestiones mas
trascendentales: la propiedad de los tejidos —reclamada por el propio Moore—-. Por una
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parte, la Corte mantuvo que Moore no tenia la propiedad de los materiales porque és-
tos eran objeto solo de actos no patrimoniales de autonomia. Pero, por otra, no se men-
cionaba en absoluto que Golde tuviera los derechos de propiedad sobre los tejidos,
sino que Unicamente se reconocia que tenia los derechos de patente sobre su inven-
cién. De ahi que la decisién de la Corte dejara un vacio de importante trascendencia:
cual es la cuestién de la propiedad del material biolégico.

Para otros autores, mas que tratar de resolver el problema de la titularidad de los te-
jidos, habria que pensar en abordar la cuestién del derecho a participar en los benefi-
cios, asi se entiende que el Unico punto indiscutible del caso Moore es el de la entidad
de las ganancias obtenidas por la industria farmacéutica. En este sentido, se propone
una legislacion de concesion de licencias para que se compartan los beneficios con
quienes hayan hecho posible la investigacion.

Pues bien, el tratamiento de las partes y productos corporales como bienes que pue-
den ser objeto de comercio se podria considerar una “mercantilizaciéon” del cuerpo hu-
mano y una ofensa a la dignidad humana (aunque no en muchas ocasiones tendra una
persona células que contengan propiedades Unicas que, tras su transformacién bio-
tecnoldgica, puedan suponer la realizacién de productos comercialmente explotables).
En los casos en los que esto suceda, la no obtencién de algun beneficio econémico
haria que los pacientes se sintieran explotados.

A continuacién, se plantea la solucidn si este caso se hubiera suscitado en Espana.

Los Drs. Golde y Quan tomaron las células del bazo y otras sustancias del Sr. Moore
con un consentimiento viciado e incompleto. Hay que recordar que él consintié en la in-
tervencién, pero desconocia que sus células se estuvieran utilizando para desarrollar
una linea celular que Golde y Quan patentaron. Por lo tanto, conforme al ordenamiento
juridico espanol, la situacion hubiera sido la siguiente:

1) Incumplimiento del articulo 8 de la Ley 41/2002, de 14 noviembre, ley basica regu-
ladora de la autonomia del paciente y de los derechos y obligaciones en materia de in-
formacién y documentacion clinica, por cuanto se establece: “Toda actuacion en el am-
bito de la salud de un paciente necesita el consentimiento libre y voluntario del afecta-
do, una vez que, recibida la informacién prevista en el articulo 4, haya valorado las op-
ciones propias del caso”.

2) En cuanto a la reclamacion por parte de Moore de participar en los beneficios eco-
nomicos de la patente solicitada por Golde y Quan, se debe considerar que el princi-
pio del consentimiento informado no es un requisito de patentabilidad y, si la invencion
presentada por ambos doctores hubiese cumplido con los tres requisitos de patenta-
bilidad, ésta se podria haber concedido y Moore no hubiese tenido derecho a partici-
par de los beneficios econdmicos derivados de su explotacidon comercial porque, como
ya se ha explicado anteriormente, que la muestra sea una “cosa” no implica que se
pueda comerciar con ella sin restricciones. Por lo tanto, el disponente queda excluido
del beneficio econdmico, consecuencia de la extracomercialidad del cuerpo humano y
de la negacion de un genuino derecho de propiedad sobre el mismo.



2. GUIA PARA LA ELABORACION
DEL DOCUMENTO DE CONSENTIMIENTO
DE LOS SUJETOS

Puntos que se deben desarrollar en los modelos
de consentimiento para la utilizacion de muestras biolégicas
en la investigacion biomédica

El sujeto que done sus muestras para la investigacion biomédica debe ser informado de
los aspectos que se sefialan a continuacion y debe consentir en los términos que se indica.

1. General

1.1.

1.2.

1.3.

Se aportara un breve resumen de la investigacion, haciendo hincapié en su fina-
lidad. Sera tan concreto como sea posible y se redactara con términos precisos y
claros. Se debe explicar qué muestras se quiere obtener, como se extraeran y el
riesgo que esto podria implicar para su salud. Se identificara el promotor o respon-
sable, el investigador principal y el lugar donde se llevara a cabo la investigacion.

El sujeto debe saber que su participacion en la investigacion es voluntaria y que
puede decidir no participar o cambiar su decision y retirar el consentimiento en
cualquier momento, sin que por ello se altere la relacién con su médico ni se pro-
duzca perjuicio alguno en su tratamiento.

Se valorara la conveniencia de concertar un seguro de danos por la interven-
cién para la obtencién de la muestra y se informara de ello al sujeto.

2. Proteccion de datos

2.1.

2.2.

2.3.

2.4.

Se informara de que los datos que se obtengan del andlisis de la muestra se van
a archivar, y de que el tratamiento de los datos de caracter personal se ajusta-
ra a lo dispuesto en la Ley Organica 15/1999, de 13 de diciembre, de Proteccién
de Datos de Caracter Personal.

En el documento constara la identidad y la direccion del responsable del trata-
miento de los datos.

Se informara de que el sujeto tiene derecho a que los datos sean exactos y a
que se archiven en condiciones de seguridad. También se informara de que tie-
ne derecho de acceso a los datos que se obtengan del analisis de la muestra,
asi como a su rectificacién y cancelacion. Debera solicitar el ejercicio de estos
derechos al responsable del tratamiento de los datos.

Se informara de que, cuando el sujeto revoque su consentimiento para la utiliza-
cién de la muestra, los datos obtenidos en la investigacion se conservaran como
parte de la documentacidén de dicha investigacion.
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2.5.

Se informara de que todos los datos son confidenciales. El acceso a la informa-
cién personal quedara restringido al investigador del estudio y a sus colabora-
dores, a las autoridades sanitarias —por ejemplo, la Agencia Espariola de Medi-
camentos y Productos Sanitarios (AEMPS), cuando la muestra se obtenga para
fines de un ensayo clinico con medicamentos-, al CEIC y al personal autorizado
por el promotor, cuando se precise para comprobar los datos y procedimientos
del estudio, pero siempre manteniendo la confidencialidad de la misma de acuer-
do con la legislacién vigente.

3. Caracteristicas de la informacion

Se informara de lo siguiente:

3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

A partir de los estudios que se realicen se puede obtener informacién de im-
portancia para su salud y para la salud de sus familiares. Esta informacién
podra interesar a descendientes futuros.

La informacién que se obtenga de un andlisis le sera comunicada cuando sea
importante para su salud o para la de sus familiares. Si se trata de informacién
no relevante para su salud, el sujeto decidira si quiere o no que se le comu-
nique.

Podra o no recibir informacion global sobre los resultados del estudio.

La informacion resultante del andlisis de la muestra no se comunicara a los fa-
miliares del sujeto (podria comunicarse, si asi se planificara e informara al suje-
to antes de otorgar el consentimiento). Si fuera de interés para los mismos, se
insistiria en que el sujeto les informase.

El sujeto y, en su caso, los familiares tendran derecho a un servicio de consejo
genético.

4. En relacion con la muestra

4.1.

4.2.

4.3.

Se informara sobre el periodo previsto de almacenamiento de la muestra y so-
bre los procedimientos o técnicas que se van a practicar sobre la misma.

El sujeto tiene derecho a revocar su consentimiento para que la muestra sea
almacenada. Los efectos de esta revocacion seran bien la anonimizacién de la
misma, bien su destruccidn. El sujeto debe saber qué efecto tendra la posible
revocacion del consentimiento.

Se informara sobre el destino de la muestra cuando finalice la investigacion
para la cual se obtuvo: si se mantendra almacenada, se destruira o se anonimi-
zara. En el caso de que la muestra se vaya a mantener almacenada de manera
identificable, constara el derecho del sujeto a consentir en la realizacién de ana-
lisis no previstos cuando otorgd su consentimiento.



4.4. Se puede ceder la muestra a otros investigadores que podran realizar nuevos ana-
lisis. En este caso, se debera dar informacion sobre las identidades de los inves-
tigadores que pueden recibir la muestra y los fines para los cuales se utilizara.

e Opciodn 1: las muestras recogidas para el estudio sélo se transmitiran a terce-
ros y a otros paises identificadas con un coédigo que en ningin caso contendra
informacion que pueda identificar directamente al sujeto, como nombre y ape-
llidos, iniciales, direccion, numero de la seguridad social, etc., ni se pueda re-
lacionar con él.

e Opcion 2: su muestra se podra “ceder a” (hombre de cada uno de los posibles
cesionarios, direccion y pais donde se encuentran) “con la finalidad de” (fin de
la cesidn). Se debera especificar si el pais de destino cuenta o no con medidas
de proteccion de datos equiparables a las vigentes en Espana.

4.5. La donacion de la muestra es gratuita y el sujeto no participara en los posibles
beneficios econdmicos que se deriven de la investigacion.

5. Si la muestra se va a almacenar en un banco

Ademas de lo anterior, se informara sobre:

5.1. La finalidad del biobanco en el que se almacenara la muestra.
5.2. El periodo de almacenamiento previsto.

5.3. Si la muestra se va a anonimizar o no.

5.4. En caso de que la muestra permanezca identificable (por ejemplo, codificada) se
aplicara:

¢ | o sefialado en los puntos 2 y 3 (proteccion de datos y caracteristicas espe-
ciales de la informacién que se puede obtener).

¢ | a posibilidad de revocacioén del consentimiento y sus efectos (destruccién o
anonimizacion).

e | a posibilidad de cesién. En este caso, se debera dar informacién sobre los fi-
nes para los cuales se utilizara la muestra.

3. LECTURAS RECOMENDADAS

3.1. Procedimientos técnicos de utilizacion de las muestras
biolégicas

e ABIM Internet Biology: http://www.up.univ-mrs.fr/~wabim/english/biology.html.

e Anderlik M. Commercial biobanks and genetic research: ethical and legal issues.
Am J Pharmacogenomics 2003; 3 (3): 203-15.
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¢ Asociacién Espafola de Normalizacion y Certificacion. Sistemas de diagnéstico in
vitro. Envases para el transporte de muestras médicas y biolégicas. Requisitos, en-
sayos. UNE-EN 829. AENOR Madrid 1996.

e Ausubel FM, et al. Short protocols in Molecular Biology. Current protocols. Publis-
her: Wiley 2002.

e Cao W, Hashibe M, Rao JY, Morgenstern H, Zhang ZF. Comparison of methods for
DNA extraction from paraffin-embedded tissues and buccal cells. Cancer Detect
Prev 2003; 27 (5): 397-404.

e Chambless LIE, McMahon R, Wu K, Folsom A, Finch A, Shen Y. Short-term intrain-
dividual variability in hemostasis factors. The ARIC study. Ann Epidemiol 1992; 2:
723-33.

e Church JM, Casey G (ed.). Molecular Genetics of Colorectal Neoplasic: A primer for
the clinician. Springer-Verlag New York, Berlin, Heidelberg 2004.

e Code of Federal Regulations for Transportation. Title 49 Parts 100 to 185.

e Coombs NJ, Gough AC, Primrose JN. Optimisation of DNA and RNA extraction from
archival formalin-fixed tissue. Nucleic Acids Res 1999 Aug 15; 27 (16): 12.

e Costongs GMP, Bas BM, Janson PCW. Short-term and long-term intra-individual
variations and critical differences of coagulation parameters. J Clin Chem Clin Bio-
chem 1985; 23: 405-10.

e Costongs GMP, Janson PCW, Bas BM, Hermans J, Brombacher PJ, Wersch JWJ.
Short-term and long-term intra-individual variations and critical differences of hae-
matological laboratory parameters. J Clin Chem Clin Biochem 1985; 23: 69-76.

e De Alava E (Centro de Investigacion del Cancer, USAL-CSIC, Salamanca), Navarro
S (Hospital Clinico Universitario, Valencia), Segura DI (Hospital Universitario Virgen
del Rocio, Sevilla), Peris-Bonet R (Instituto Lépez Pifiero, CSIC-UV, Valencia). Do-
cumento de consenso del programa de bancos de tumores de la Red Tematica de
Investigaciéon de Tumores Soélidos Pediatricos.

¢ Doyle A, Griffiths JB (ed.). Cell and Tissue Culture for Medical Research. John Wi-
ley & Sons.

¢ Eisenbrey AB. Cell and tissue banking. Clin Lab Med 2005; 25: IX-XI.

e Ellis CN (ed.). Inherited Cancer Syndromes: Current Clinical Management. Springer-
Verlag New York, Berlin, Heidelberg 2004.

¢ El-Naggar AK. Methods in molecular surgical pathology. Semin Diagn Pathol 2002
May; 19 (2): 56-71.



e Fernandez PL (Hospital Clinic, Barcelona), Morente M (CNIO), de Alava E (CSIC,
Salamanca) (G03/089). Documento de consenso del programa de bancos de
tumores de la Red Tematica de Investigacion de Centros de Cancer (RTICCC)
(C03-10).

e Florell SR, Coffin CM, Holden JA, Zimmermann JW, Gerwels JW, Summers BK, Jo-
nes DA, Leachman SA. Preservation of RNA for functional genomic studies: a mul-
tidisciplinary tumor bank protocol. Mod Pathol 2001 Feb; 14 (2): 116-28.

e Fraser CG, Wilkinson SP, Neville RG, Knox JDE, King JF, MacWalter RS. Biologic
variation of common hematologic laboratory quantities in the elderly. Am J Clin Pa-
thol 1989; 92: 465-70.

e Gonzalez-Oller C, Alsina MJ. Base de datos sobre estabilidad de las magnitudes
biolégicas. http://seqc.es/bd/soloverde.html.

e Guder W, Narayanan S, Wisser H, Zawta B. Samples from the patient to the labo-
ratory. Annex: The quality of diagnostic samples. Git Verlag Darmstadt 2001.

e Heil W, Grunewald R, Amend M, Heins M. Influence of time and temperature on coa-
gulation analytes in stored plasma. Clin Chem Lab Med 1998; 36: 459-62.

¢ Holland CA, Kiechle FL. Point-of-care molecular diagnostic systems: past, present
and future. Curr Opin Microbiol 2005 Oct; 8 (5): 504-9.

e Howe JR, Klimstra DS, Cordon-Cardo C. DNA extraction from paraffin-embedded
tissues using a salting-out procedure: a reliable method for PCR ampilification of ar-
chival material. Histol Histopathol 1997 Jul; 12 (3): 595-601.

¢ INSALUD. Catalogo de pruebas de los laboratorios clinicos. Manual de procedi-
mientos. 1999.

e International Organization for Standardization. Medical laboratories: Particular re-
quirements for quality and competences. ISO 15189. ISO Geneva 2003.

e Jiménez CV. Variabilidad biolégica intraindividual de las magnitudes citohematolé-
gicas como objetivo de calidad analitica. Quim Clin 1992; 11: 147-50.

e Jou JM (coord). Manual de obtencidn, transporte y conservacién de muestras bio-
|6gicas en Hematologia y Hemoterapia. AEHH-SETH 2003.

¢ Jou JM. Obtencioén y transporte de muestras de centros de extraccion periféricos en
Hematologia. Talleres del Congreso SEDIGLAC, Zaragoza 2003. www.sediglac.org/
portada.htm.

e | ehmann U, Kreipe H. Real-time PCR analysis of DNA and RNA extracted from for-
malin-fixed and paraffin-embedded biopsies. Methods 2001 Dec; 25 (4): 409-18.
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e Melzi d’Eril G, Anesi A, Rizzo V, Trotti R. Biological variation in Protein C, Protein S,
and Antithrombin concentrations in plasma of healthy subjects. Eur J Clin Chem Clin
Biochem 1997; 35 (4): 257-60.

e Morgan K, Craven J (ed.). Current Protocols in Cell Biology. John Wiley & Sons.

¢ National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS). Procedimiento para
la manipulacién y el transporte de especimenes diagndsticos y agentes etiolégicos;
Guia aprobada. NCCLS Documento H5-A3, 32 ed. aprobada 1994.

¢ National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS). Procedimiento para
la manipulacién y procesamiento de especimenes de sangre; Guia aprobada. Villa-
nova: NCCLS 1990; documento H18-A.

¢ National Committee for Clinical Laboratory Standars (NCCLS). Procedures for the
collection of diagnostic blood specimens by venipuncture. Villanova Pennsylvania
1991 Jul; documento H3-A3: vol. XI: nim. 10.

¢ Poljak M, Seme K, Gale N. Rapid extraction of DNA from archival clinical specimens:
our experiences. Pflugers Arch 2000; 439 (Suppl. 3): R42-4.

¢ Protocol online: http://www.protocol-online.org.

e Ramalho AS, Beck S, Farinha CM, Clarke LA, Heda GD, Steiner B, Sanz J, Gallati S,
Amaral MD, Harris A, Tzetis M. Methods for RNA extraction, cDNA preparation and
analysis of CFTR transcripts. J Cyst Fibros 2004 Aug; vol. lll: suppl. 2: 11-5.

e Ramén F (dir.). Recomendaciones para la acreditacion de laboratorios clinicos.
Comité de Garantia de la Calidad y Acreditacién de Laboratorios. Sociedad Es-
pafola de Bioquimica Clinica y Patologia Molecular. SEQC Barcelona 1996;
vol. I.

¢ Rapley R, Theophilus DMB. PCR mutation detection protocols: Methods in Mo-
lecular Biology. Rapley R ed. 2002.

e Recomendaciones acerca del control del tratamiento anticoagulante ambulato-
rio. Documento consenso oficial AEHH y SETH. Oct 2002. www.seth.org,
www.aehh.org.

e Recommendations of the Working Group on preanalytical Quality of the German
Society for Clinical Chemistry and the German Society for Laboratory Medicine.
The quality of diagnostic samples. Git Verlag GMBH 2001.

¢ Requisits del transport de mostres de diagnostic per garantir I'estabilitat de les se-
ves propietats biologiques. Consell Assessor de Laboratoris Clinics. Direccio Ge-
neral de Recursos Sanitaris. Departament de Sanitat i Seguretat Social. Generalitat
de Catalunya. Sep 2003.



¢ Roe BA, Crabtree JS, Khan AS. DNA Isolation and Sequencing (Essential Techni-
ques Series). John Wiley & Sons 1996.

¢ Rudert F. Genomics and proteomics tools for the clinic. Curr Opin Mol Ther 2000
Dec; 2 (6): 633-42.

¢ Russo J, Russo IM (ed.). Molecular Basis of Breast Cancer: Prevention and Treat-
ment. Springer-Verlag New York, Berlin, Heidelberg 2004.

e Sambrook J, Fritsch EF, Maniatis T. Molecular cloning: A laboratory manual. Cold
Spring Harber Laboratory Press 1989; vol. lll.

e Shapiro HM. Practical flow Cytometry. 4" ed. John Wiley & Sons.

e Statland BE, Winkel P, Harris SC, Burdsall MJ, Saunders AM. Evaluation of sources
of variation of leukocyte counts and other hematologic quantities using very precise
automated analyzers. Am J Clin Pathol 1977; 69: 48-54.

e Taylor GR, Day JNM (ed.). Guide to mutation detection. John Wiley & Sons 2005.

¢ The International Air Transport Association (IATA). Shipping guidelines for infectious
substances: Dangerous Goods Regulations.

¢ The International Civil Aviation Organization (ICAQ). Instrucciones técnicas para el
transporte seguro de mercancias peligrosas por via aérea.

¢ The Universal Postal Union (UPU). Manual of the Universal Postal Convention. Lays
down detailed regulations for the transport of biological substances by post/mail. 1995.

e The www Virtual Library Biosciences: http://viib.org/biosciences o biologia celular
en concreto: http://www.biochemweb.org.

e Thompson SG, Martin JC, Meade TW. Sources of variability in coagulation factor
assays. Thrombosis & Haemostasis 1987; 58: 1073-7.

e Topfer G, Funke U, Schulze M, Lutze G, Ziemer S, Siegert G. Determination of coa-
gulation parameters in citrated venous blood, catheter blood and capillary blood:
preanalytical problems. J Lab Med 2000; 24: 514-20.

e United Nations Committee of Experts on the Transport of Dangerous Goods
(UN ECOSOC). Recommendations on the Transport of Dangerous Goods. UN New
York 1997.

¢ VVan den Besselaar AMH, Meeuwisse-Braun J, Jansen-Gruter R, Bertina RM. Moni-
toring heparin therapy by the activated thromboplastin time. The effect of preanaly-
tical conditions. Thromb Haemostas 1987; 58: 226-31.
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e Wesman JA. Medical Genetics for the Modern Clinician. Lippincott Williams & Wil-
kins 2005.

¢ World Health Organization. Guidelines for the Safe Transport of Infectious Substances
and Diagnostic Specimens. WHO/EMC/97.3. WHO Geneve 1997.

3.2. Practicas de seguridad

e Manual de seguridad para operaciones en laboratorios de biotecnologia y de tipo
biolégico del Servicio de Prevencién de Riesgos Laborales de la Universidad Poli-
técnica de Valencia.

3.3. Gestion de calidad

¢ ENAC (Entidad Nacional de Acreditacion y Certificacion): www.enac.es.

¢ |ISO/TC 176/SC 2/N 544R. Orientacién acerca del enfoque basado en procesos para
los sistemas de gestion de la calidad. Mayo 2001.

e Norma UNE-ISO 9001:2000.

e Norma UNE-ISO 9000:2000. Términos y definiciones.
3.4. Aspectos éticos y juridicos

3.4.A. Legislacion

e | ey 30/1979, de 27 de octubre, sobre extraccién y trasplante de érganos (BOE num.
266 de 27 de octubre de 1979).

e Convenio para la proteccion de los derechos humanos y la dignidad del ser huma-
no con respecto a las aplicaciones de la Biologia y la Medicina (Convenio relativo a
los derechos humanos y la Biomedicina), hecho en Oviedo el 4 de abril de 1997
(BOE de 20 de octubre de 1999).

¢ Protocolo adicional al Convenio relativo a los derechos humanos y la Biomedicina,
sobre trasplante de érganos y tejidos humanos, de 24 de enero de 2002.

¢ Protocolo adicional al Convenio relativo a los derechos humanos y la Biomedicina,
sobre investigacion biomédica, de 25 de enero de 2005.

¢ | ey Organica 15/1999, de 13 de diciembre, de Proteccion de Datos de Caracter
Personal (BOE num. 298, de 14 de diciembre de 1999).

e L ey 41/2002, de 14 de noviembre, basica reguladora de la autonomia del paciente
y de derechos y obligaciones en materia de informacién y documentacién clinica
(BOE num. 274, de 15 de noviembre de 2002).



¢ Real Decreto 411/1996, de 1 de marzo, por el que se regulan las actividades rela-
tivas a la utilizacién de tejidos humanos (BOE num. 72, de 23 de marzo de 1996).

¢ Real Decreto 55/2002, de 18 de enero, sobre explotacion y cesidén de invenciones
realizadas en los entes publicos de investigacién, de conformidad con lo estable-
cido en el articulo 20 de la Ley 11/1986, de 20 de marzo, de Patentes (BOE num.
26, de 30 de enero de 2002).

¢ Real Decreto 62/2003, de 17 de enero, por el que se modifica el Real Decreto
1945/1985, de 9 de octubre, por el que se regula la hemodonacion y los bancos de
sangre (BOE num. 25, de 29 de enero de 2003).

e Directiva 2004/23/CE, de 31 de marzo de 2004, sobre establecimiento de normas
de calidad y de seguridad para la donacion, la obtencion, la evaluacién, el proce-
samiento, la preservacion, el almacenamiento y la distribucion de células y tejidos
humanos.

e Directiva 2001/20/CE, de 4 de abril de 2001, relativa a la aproximacion de las dis-
posiciones legales, reglamentarias y administrativas de los Estados miembros so-
bre la aplicacién de buenas practicas clinicas en la realizacion de ensayos clinicos
de medicamentos de uso humano.

e Directiva 95/46/CE, de 24 de octubre de 1995, relativa a la proteccion de las per-
sonas fisicas en lo que respecta al tratamiento de datos personales y a la libre cir-
culacién de esos datos.

e Acuerdo europeo sobre transporte internacional de mercancias peligrosas por ca-
rretera. ADR 2003 (Suplemento de BOE num. 33, de 7 de febrero de 2003).

e Instrucciones técnicas para la seguridad en el transporte aéreo de mercancias pe-
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GUIA PRACTICA

para la
utilizacion
de muestras
bioldgicas en
Investigacion

Biomeédica



ESQUEMAS
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11.

. Obtencion

. Preparacion de las muestras

. Conservacion

. Circulacién

. Cesion

. Procesamiento/flujo y circuito de uso de la muestra
. Practicas de seguridad

. Explotacion

. Gestiéon de calidad

. Gestion de bases de datos

Intervencién de los Comités Eticos de Investigacién Clinica



1. Obtencion

1. Procedimientos técnicos

TEJIDOS
(incluyendo sangre periférica) Y TUMORES

Toma de muestras

B Latoma de muestras no puede interferir en los fines primordiales del sujeto.
B La realizard una persona cuya capacitacion lo garantice.

B Latoma se realizarg garantizando la calidad del procedimiento.

B Se deberian recoger y manipular en condiciones de esterilidad.

B Es recomendable un traslado inmediato desde el lugar de obtencién hasta el servicio
donde se realizara la toma de la parte de la muestra excedente de diagnéstico para
su archivo en el banco de tejidos.

B Esto requiere la coordinacion con el personal que realizara el traslado de las muestras.

B Se debe establecer un maximo de tiempo desde la extraccion a la congelacion
y/o procesamiento.

B Toda muestra que haya tardado mas de dos horas y haya estado a temperatura ambiente
debe ser descartada.

B En caso de extraer ARN, el estandar de calidad es de menos de 30 minutos.




GUIA PRACTICA PARA LA UTILIZACION DE MUESTRAS BIOLOGICAS

1. Procedimientos técnicos

CELULAS

Lineas celulares Ceélulas ex vivo

B Obtener una suspension
de células individualizadas.

B Es mas aconsejable trabajar con
lineas celulares pero, en
ocasiones, es preciso trabajar
con células ex vivo.

B Para obtener lineas celulares: l

generacion directa, colecciones
o cesion de otro laboratorio.

B La suspension de células
individualizada se debe preparar,
en el caso de tejidos solidos,
por métodos fisicos
0 enzimaticos.

.

B Obtenida la suspension celular
del tejido, se aislan o enriquecen
las células de interés a través
de métodos fisicos
(centrifugaciones), parametros
fisiolégicos, técnicas de
inmunomarcaje o microdiseccion
por laser.




Esquema de Obtencién

1. Procedimientos técnicos

FLUIDOS

Pleural: puncién pleural.
Pericardico: puncion cardiaca.
Ascitico: puncion peritoneal.
Cefalorraquideo: puncién lumbar.

}

Sinovial: puncién articular.

B Se debe garantizar la estabilidad de las propiedades
biolégicas de la muestra en la fase preanalitica a
través de la formacion del personal y la calidad del

proceso.
B Para medir ciertas magnitudes se deben observar
Condiciones determinadas condiciones basales.
de obtencion B Se deben observar ciertas condiciones en la

extraccion: puncion limpia, medios técnicos
adecuados, asegurar la mezcla de la sangre con el
anticoagulante.

B Se debe evitar la contaminacion por soluciones de
infusién intravenosa, que es la forma de interferencia
mas comun.




GUIA PRACTICA PARA LA UTILIZACION DE MUESTRAS BIOLOGICAS

2. El respeto de los derechos de los pacientes

EL SUJETO DEBE CONSENTIR LA INTERVENCION CORPORAL
|
y

Obtencion con fin Obtencion con finalidad

exclusivo de investigacion clinica

B No puede representar un riesgo B Los riesgos seran los asumidos en
significativo para la salud. funcién de la indicacién clinica que

B El consentimiento debe precederse motiva la intervencion.
de informacion sobre la intervencion. B Es suficiente el consentimiento a la
intervencion clinica.

EL SUJETO DEBE CONSENTIR SU UTILIZACION EN INVESTIGACION
|

En general En caso de fallecidos

B El consentimiento debe estar B Se pueden extraer muestras de
precedido de informacion sobre las cadaveres con fines de investigacion
circunstancias del uso posterior. biomédica si no consta oposicién del

B El consentimiento es revocable. Los sujeto.
efectos de la revocacion B Las muestras de fallecidos, obtenidas
(anonimizacion o destruccion) se sin consentimiento expreso, deben
deben prever en el documento de anonimizarse.
consentimiento.




Esquema de Obtencién

3. La gratuidad

EL SUJETO NO DEBE RECIBIR
CONTRAPRESTACION

B Tampoco se podra cobrar una
contraprestacion cuando las
muestras procedan de colecciones
de otros investigadores, pero si se
podra exigir el pago de los gastos
de transporte y de conservacién
de la muestra.




2. Preparacion de las muestras

1. Procedimientos técnicos

TEJIDOS Y TUMORES

Aspectos generales

B Cualquier tipo de muestra ha de ser manipulada siempre que sea posible en condiciones
de esterilidad: guantes, tijeras, pinzas, base limpia de trabajo a poder ser en campana
de flujo laminar, cuchillas de bisturi y otros materiales desechables, etc.

B En el caso de tumores, el manejo y el tallado de los mismos siempre ha de ser realizado
por el patélogo, de forma ideal, tomando dos muestras de dos areas macroscoépicas
diferentes, y al menos una de tejido normal.

B Puede interesar recoger ademas otras muestras: plasma, LCR, etc., que en general
deben ser procesados como las muestras de células en suspension.

Segun el tipo de muestra

B Se debe seccionar la neoplasia a lo largo del diametro maximo,
y de cada una de ellas a su vez se haran otras cuatro partes:

-

Reseccion

- Para realizar estudios de FISH y citometria estatica.

- Para congelarlas con nitrégeno liquido y almacenarlas a
-70 °C antes de su uso para estudios biolégicos.

- Para suspensiones celulares.

- Para estudio histolégico convencional.

completa

B Biopsias a cielo abierto: se han de procesar siguiendo el
modelo explicado en el apartado anterior.

B Biopsias del tipo tru-cut: preferentemente, deberan ser
obtenidos cuatro fragmentos de areas tumorales diferentes
con una aguja del tamario 18 G.

bles

B PAAF: se recomienda en general realizar dos punciones
separadas con un tamafio de aguja de 0,6-0,7 mm (22-23
gauge) y, dependiendo de la cantidad del aspirado, una gota
se colocara en cuatro portaobjetos, realizando extensiones
que se secan al aire.

Neoplasias
irreseca

dos
de MO

B Se deben recoger en tubos estériles que contengan un
anticoagulante suficiente y adecuado para permitir la posterior
realizacién de los estudios de investigacion necesarios.

érica

Sangre
perif
y aspira
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1. Procedimientos técnicos

CELULAS

Cultivo primario Cultivo continuo

B Son células obtenidas ex vivo y B Capacidad de proliferacion mas
puestas en condiciones de cultivo. larga o ilimitada.
B Son inicialmente heterogéneos. B Establecido con células que

muestran mayor capacidad de

renovacion o aquellas que son

) “inmortalizadas” mediante

H A Iargo plazo, el cultivo se llena de transformacién por tratamiento
las células presentes en la muestra quimico o infeccion viral, o células

ue mejor crecen en las . .
a ) e.’J crecen e . a troncales embrionarias.
condiciones del cultivo.

B Pueden ser mantenidos in vitro por
un tiempo limitado.

Células adherentes Células en suspension
B Parainiciar un subcultivo, es B Una vez alcanzada una alta

necesario despegar las células, densidad y, antes de que el medio

digiriéndolas con tripsina para se acidifique en exceso, deben ser

convertirlas temporalmente en centrifugadas, contadas y

células en suspension. resembradas a la densidad
adecuada, segun el tipo celular, en
un medio fresco precalentado.

Condiciones de cultivo

B Evaluacion de: - Temperatura y atmdsfera del incubador.
- Sustrato de adhesion en el caso de cultivos adherentes.
- Tipo de medio de cultivo y pH.
- Materiales 6ptimos.

B Esterilidad: cabina de flujo laminar, desinfeccion de superficies, etc.

B Las muestras de liquidos biolégicos se deben procesar antes de las dos horas de su extraccion.

B La muestra a almacenar en el biobanco se obtiene, en la mayoria de los casos, mediante
la centrifugacion del espécimen, que se puede realizar a altas revoluciones o a bajas
revoluciones, segun el tipo de magnitud a analizar.

B Asu vez, la centrifugacion se puede llevar a cabo a temperatura baja (4-6 °C) o por el contrario
sin refrigerar. En este Ultimo caso, y teniendo en cuenta que el proceso de centrifugacion

incrementa la temperatura, es necesario asegurar que la temperatura de la centrifuga no supere
en ningin momento los 25 °C, para evitar el deterioro de las muestras a analizar.




Esquema de Preparacion de las muestras

1. Procedimientos técnicos

ADN

Aspectos generales

B La extraccion y preparacion del ADN se ha de realizar a partir de células nucleadas de
muestras de una gran variedad de fuentes.

B El objetivo ha de ser obtener la maxima cantidad de ADN, asi como una 6ptima
calidad y pureza.

B Las personas que realicen este tipo de trabajo pueden ser técnicos de laboratorio que
han de estar entrenados en técnicas de Biologia Molecular.

v v

Otros tipos de muestras
(sangre seca, células epiteliales bucales,
tumor solido, MO, etc.)

Sangre periférica

B Procesarla a poder ser no mas

tarde de las 24 horas tras haberla B Lo ideal es que el tejido llegue al
extraido, sin haber separado sus laboratorio en fresco y se extraiga el
componentes y sin coagular, lo que ADN de inmediato, pero también se
se consigue colocandola en tubos puede congelar hasta la extraccion bien
con EDTA. a -70 °C, bien en nitrégeno liquido.

También se consigue aislar ADN de
manera satisfactoria, a partir de
especimenes patoldgicos histéricos
conservados en parafina o en formol.

Protocolo de extraccion

B Ha de incluir:
- Lisis de células.
- Incubacién con una proteinasa.
- Separacion del ADN del resto de constituyentes.
- Precipitacién del ADN (sal o etanol frio).
- Disolucién con agua o té para su congelacion.

v

B Para la extraccion de ADN de tejidos:
- Procesos preliminares para romper el tejido en trozos finos.

B Parala extraccion de tejidos embebidos en parafina:
- Realizacion previa de secciones con un microtomos o un microdisector laser.
- Desparafinacion del tejido mediante un tratamiento con xileno.
B En el caso de querer almacenar mucha muestra de ADN:
- Inmortalizar previamente las células sanguineas con el virus Epstein-Barr.
- En el caso de tejidos, cultivar si la muestra es fresca y no muy grande.
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GUIA PRACTICA PARA LA UTILIZACION DE MUESTRAS BIOLOGICAS

1. Procedimientos técnicos

ARN

Aspectos generales

B Tener en cuenta la facilidad de degradacion enzimatica de esta molécula por medio
de ribonucleasas: todo el material que entre en contacto con la muestra debe estar libre
de RNAsas y completamente esterilizado.

B Como precaucioén adicional, es bueno, ademas, que todos los materiales y soluciones
hayan sido tratados con inhibidores de las RNAsas, como el dietil pirocarbonato (DEPC)
al 0,1%.

B Evitar la contaminacion por ADN, lo que se consigue separando, en el laboratorio,
la zona de trabajo del ADN de la del ARN; incubando con DNAsas las muestras y
utilizando utensilios y materiales s6lo para el ARN.

B Lo aconsejable hoy dia es aislar el ARN a partir de la obtencién de unos botones
celulares lo més limpios posibles, con algun kit comercializado a tal efecto, para asegurar
las extremas condiciones de seguridad necesarias descritas.

Tejidos liquidos Tejidos solidos
B Han de estar anticoagulados B Hacer la extraccion de ARN de
a poder ser en anticoagulantes inmediato o congelar el mismo
con estabilizadores del ARN. antes de la extraccién, ambos
procedimientos en un plazo no

superior a los 30 minutos desde
la obtencion de la muestra.




Esquema de Preparacion de las muestras

2. El respeto de los derechos de los pacientes

EL SUJETO DEBE CONSENTIR LA OBTENCION Y LA UTILIZACION

Aspectos generales

B Este consentimiento podra prestarse junto con el que corresponde a la extraccion
o con posterioridad a la extraccién en otro documento.

B Esta manifestacion de voluntad debera ser expresa como cuando se trata de
muestras que pueden asociarse a un individuo, es decir, muestras identificadas
o identificables.

B En general, el material se podra utilizar sin consentimiento expreso en el caso
de muestras anénimas y, en el caso de muestras identificables, cuando el
CEIC lo estime procedente.

B Como regla general, el consentimiento es revocable. Si el sujeto fuente decide
que su muestra no se siga utilizando para fines de investigacion, ésta puede
ser, o bien destruida, o bien anonimizada.

B Los efectos de la revocacion dependeran de lo convenido en el documento
de consentimiento; es decir, alli debe constar si, en este supuesto, la muestra
se destruye o anonimiza.




3. Conservacion

1. Procedimientos técnicos

TEJIDOS Y ORGANOS

Sistemas y formatos

B Los sistemas y formatos de archivos de las
muestras son variados, dependen del objetivo de
su colecta. Es recomendable disponer de muestras
en diferentes formatos.

B La organizacion y acceso a las muestras es un
factor muy importante a considerar.

B Los archivos a temperatura ambiente (improntas,
extensiones y tejidos incluidos en parafina
fundamentalmente) deben evitar la exposicién a la
luz, el polvo y los cambios de temperatura.

B Para archivar muestras a bajas temperaturas se
recomiendan arcones a -80 °C y/o congeladores
de nitrégeno liquido. Todos los sistemas deben
estar dotados de un adecuado sistema de
seguridad (alarma de temperatura, fluido eléctrico,
etc.). Recomendacion general para todo tipo
de muestra.

Identificacion

B Serecomienda un sistema de etiquetado de codigo
de barra/puntos. El sistema elegido debe permitir
en todo momento la seguridad en la rapida y certera
identificacion de la muestra. Recomendacion
general para todo tipo de muestra.
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1. Procedimientos técnicos

ADN Y ARN

Condiciones de conservacion

B Las muestras de ADN preferiblemente se deben
almacenar por debajo de -20 °C.

B Una buena congelacién y almacenamiento de ARN
son criticos para que mantenga su integridad. Se
tiene que almacenar, al menos, a -70 °C. Su
congelacién es recomendable hacerla en agua
destilada ultrapura que contenga un inhibidor eficaz
de las RNAsas.

CELULAS

Condiciones de conservacion

B Para realizar un procedimiento adecuado y eficaz
se recomienda una congelacion celular lenta.

B El almacenamiento en contenedores de nitrogeno
liquido o gaseoso.

B Ladescongelacion se debe realizar en un bafio a
37 °C.

FLUIDOS

Condiciones de conservacion

B Las caracteristicas de conservacion de los fluidos
pueden cambiar segun su destino de estudio.

B En general, se recomienda la congelacion rapida
y el almacenamiento a -80 °C.

B Ladescongelacion se debe realizar en un bafio a
37 °C.




Esquema de Conservacion

2. El respeto de los derechos de los pacientes

Aspectos generales

B Se debe establecer si se va a trabajar con datos
anoénimos o datos atribuibles a personas (identificadas
o identificables).

B Entodo momento, se debe tener presente la Ley
Organica 15/1999, de 13 de diciembre, de Proteccion
de Datos de Caracter Personal (LOPD).

B Existe el derecho del sujeto al acceso de todos sus
datos obtenidos.

B El periodo de conservacion de la muestra queda
determinado por el cumplimiento de la finalidad para
la que se recogio.

Obligatoriedad de confidencialidad

B Existe obligatoriedad de confidencialidad y la ruptura
del deber de secreto puede representar un delito.

B Cuando se obtiene un dato que a juicio del profesional
debe ser conocido por los familiares del paciente, es
éste quien tiene el deber moral de comunicarselo. En
situaciones excepcionales, cuando la omision de
informacién pudiera causar un grave perijuicio,
quedaria justificada la ruptura del secreto.

Derecho a no saber

B Se debe considerar el “derecho a no saber”. Para
ello, cuando se solicite el consentimiento informado,
se debe preguntar si el sujeto desea ser informado
de posibles hallazgos inesperados, asi como de las
posibles repercusiones para sus familiares.




4. Circulacion

1. Aspectos técnicos

LEGISLACION APLICABLE

B Todos los laboratorios que reciban o envien muestras deben garantizar, como elementos
basicos, las tres premisas siguientes:
- Identificacion y garantia de trazabilidad de las muestras y las solicitudes.
- Formacién adecuada del personal que debe manipular y transportar las muestras
para garantizar sus caracteristicas originales.
- Definicion de las condiciones de preparaciéon, manipulacién y transporte que requiere
cada tipo de muestra.

B La mayor parte de las muestras bioldgicas se transportan por avién, excepto
en los viajes muy cortos.

B No obstante, la muestra se suele transportar por carretera al final del viaje
aéreo, de modo que cada envio tendra que cumplir las normas locales de
transporte por carretera. Las compafias de mensajeria conocen dichas normas
y podran asesorar en cada caso.

B Para el transporte aéreo, las normas correspondientes de obligado
cumplimiento son las Instrucciones Técnicas de la ICAO (International Civil
Aviation Organization), aunque se tiende a utilizar las Normas de Mercancias
Peligrosas de la Asociacién de Transporte Aéreo Internacional (IATA).

B Se pueden, ademas, encontrar normas locales propias de cada pais, cuya
existencia se debera comprobar antes de realizar los envios.

B Para el transporte por carretera, la mayoria de los paises utilizan las normas
ADR (Accord Dangereux Routier).

B Los EE.UU. tienen un conjunto de normas completamente distinto del resto
del mundo.

B Sus normas son las 49 CFR, que significa Codigo de Normas Federales.

B Las 49 CFR cubren el transporte aéreo y por carretera o autopista, aunque
en la mayoria de los casos las normas 49 CFR son las mismas que las de la
IATA, esto se debera tener en consideracion si se desean enviar muestras a
los EE.UU.
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1. Aspectos técnicos

ENVIO

1. Identificar con exactitud qué es lo que vamos a enviar.

2. Acondicionamiento de la muestra.
3. Acordar con las mensajerias especializadas los tiempos y la forma de solicitud de los envios.

Clases segun el tipo de peligro (desarrollado por Naciones Unidas).

Numero UN.

Nombre correcto de envio: texto oficial que se encuentra en las normas de mercancias
peligrosas de la IATA junto con el nimero UN.

Asterisco al final del nombre correcto del envio. Indica que se debe incluir un nombre
técnico adicional para completar el nombre correcto del envio.

v

Categoria A: aquellas sustancias infecciosas que se transportan de forma que, cuando
ocurra una exposicion accidental, puedan causar incapacidad permanente, amenacen
la vida u originen enfermedad fatal a humanos o animales.
Categoria B: cualquier sustancia infecciosa que no cumpla los criterios para ser incluida
en la categoria A.

v

B Las cajas para el transporte de muestras bioldgicas tienen que cumplir determinadas
normas sobre resistencia, presion, temperatura, etc.

B Las cajas autorizadas tienen una marca UN impresa en ellas, y no es aceptable que esta
marca vaya escrita en la caja.

B Las normas de empaquetado que describimos corresponden a las instrucciones de
embalaje 602 y 650 de las Normas de Mercancias Peligrosas de la IATA.

v

B Muestras diagnésticas en hielo seco:

- El nombre completo y direccién del remitente y del destinatario.

- El cédigo UN3373, junto con el nombre “muestra para diagnostico o muestra clinica”.
- Etiqueta de mercancias peligrosas diversas de clase 9.

- El peso neto del hielo seco.

Muestras infecciosas en hielo seco:

- El nombre completo y direccién del remitente y del destinatario.

- El codigo UN2814, junto con el nombre “sustancia infecciosa que afecta a humanos”.
- Etiqueta de sustancia infecciosa de clase 6.2.

- Etiqueta de mercancias peligrosas diversas de clase 9.

- El peso neto del hielo seco y de la sustancia infecciosa.

v

Sustancia infecciosas: “Declaracion del Expedidor de Mercancias Peligrosas”.
Documentos aduaneros.

Factura proforma (envios internacionales).

Inventario del contenido.

icacion

f

Ident

icacion

Clasif

Empaquetado

Etiquetado
]




Esquema de Circulacion

2. Regulacion juridica de la importacion y la exportacion

B Laentraday la salida de Espafna de muestras bioldgicas para el diagnédstico o la
investigacion en humanos esta regulada mediante el Real Decreto 65/2006 del Ministerio
de Sanidad y Consumo, por el que se establecen los requisitos para la importacién y la
exportacion de muestras biolégicas y necesita una autorizacion previa de la Direccion
General de Salud Publica.

1 l
==Y i IR

M La solicitud de importacion se debera B Presentar la declaracion a la Direccion
presentar en la Direccion General de General de Salud Publica, incluyendo
Salud Publica, indicando el tipo de la informacion necesaria para la
muestra que se desee importar identificacion de la muestra y del
siempre que cumpla los requisitos destino.
exigidos. B Cumplir la normativa internacional

B La documentacion que se debe de transporte aplicable al tipo de
presentar es: muestra.

- Certificacion sanitaria de origen. B Cuando en el destino se exija un
- Documento de responsabilidad. certificado sanitario, éste sera emitido
G - or la Direccién General de Salud
- Acreditacion de la actividad del b -
. Publica.
importador.

- Modelo de despacho.

- Cumplimiento de normas de
transporte, embalaje, etc.
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3. Cautelas sobre el tratamiento de datos de caracter personal

Transferencia internacional de datos

B Por transferencia internacional de datos se entiende la transmisién de los mismos
fuera de los Estados miembros de la Union Europea y de los paises que hayan
suscrito el Convenio del Espacio Econémico Europeo, ya que en este espacio se
considera garantizado un nivel de proteccion adecuado o equiparable.

l

Establecimiento de procedimientos que garanticen la seguridad

! ‘ !

B Elimportador debe B La transferencia debe
disponer de ser autorizada por la

<

B Elresponsable de los
datos en origen

cumple las exigencias
de la Ley Organica de
Proteccién de Datos

de Caracter Personal.

mecanismos que

garanticen el nivel de
proteccién adecuado

0 equivalente.

Agencia Espariola de
Proteccion de Datos,
excepto si el sujeto
consiente
expresamente.

l

Desarrollo de procedimientos estandarizados

B Permiten:
- Prestar las garantias necesarias.
- Facilitar los flujos internacionales
de datos.

B Procedimientos desarrollados:

- Estados en los que la Comision Europea
ha adoptado una decisién de existencia
de nivel adecuado de proteccion.

- Destinatario ubicado en los EE.UU.

- Suscripcién por el importador y el
exportador de clausulas contractuales
que garanticen el nivel de proteccion
adecuado.




5. Cesion

1. Uso de las muestras para investigacion.

Organizacion de un banco de muestras biologicas

Servicio hospitalario

Coordinador

Personal técnico H Compromiso
de accién
cooperativa:

- Nacional
- Regional

v v

Presupuesto Protocolo de trabajo

Espacio
Equipamiento




GUIA PRACTICA PARA LA UTILIZACION DE MUESTRAS BIOLOGICAS

2. Uso de las muestras para investigacion.

Gestion de las peticiones de material

Nivel hospitalario

B Cesion de muestras:
- Proyecto de investigacion
- Memoria de trabajo
- Registro de actividad
- Informe de disponibilidad de muestras

B No habra contraprestacion econdmica

B Sodlo pago de gastos

Nivel de coordinacion
de la red




Esquema de Cesion

3. Uso de las muestras para investigacion.

Principio de proteccion de datos

Cesion de muestras

B Respeto de los derechos del sujeto:
- Secreto

- Acceso a la informacion

- Posibilidad de revocacién
B El sujeto debe conocer la finalidad
B Informar si se ceden datos

Consentimiento expreso




6. Procesamiento/flujo
y circuito de uso de la muestra

1. Implicaciones juridicas

Consentimiento expreso

/

Se pueden usar los datos La muestra se debe anonimizar

2. Tipos de consentimiento

Consentimiento expreso

/

Consentimiento lo mas especifico posible Consentimiento genérico (*)
B No vélido para otra investigacion B Justificacion
B Valido para otra metodologia B Garantias, derechos del sujeto

B Informacién pertinente

() No resuelto en el ordenamiento juridico.




7. Practicas de seguridad

1. Medidas de seguridad

Condiciones de trabajo

B Guantes, ropa, gafas
B Cabinas de flujo vertical
B Observar las normas legales

Proteccion de las muestras

Acceso restringido en el almacenamiento
Congeladores con llave

Habitaciones con control de acceso fisico
Grupo electrogeno

Viales resistentes a la congelacion
Observar la legislacion vigente

Tratamiento de residuos

B Residuos biolégicos asimilables
B Residuos biolégicos liquidos
B Residuos sdlidos biolégicos

Medidas preventivas

B Local
B Trabajo
B Higiene personal




8. Explotacion

1. Consentimientos

v

La persona de la que provenga la
muestra nominativa debe dar su
consentimiento para su
almacenamiento y debe ser informada
acerca de donde y para qué fines se
almacena. Ademas, la muestra sélo
podra ser utilizada para los fines

que justificaron su recogida

y se conservara por el periodo necesario
para llevarlos a cabo.

Para patentes

B El consentimiento no se podra exigir

como condicién de patentabilidad de
la invencién, ni su falta o inexactitud
afectaran a la validez de la patente ya
concedida.

2. Patentabilidad

Existe posibilidad de patentar un producto derivado de una muestra bioldgica, siempre
que el mismo cumpla con los tres requisitos de patentabilidad y no sea contrario al
orden publico ni a las buenas costumbres y que, ademas, su objeto no recaiga ni sobre
una variedad vegetal, una raza animal o en un procedimiento esencialmente biol6gico

de obtencion de vegetales o de animales.

Propiedad de la patente

v

v

Centro privado

Si el inventor es un empleado de una
empresa y la invencién se realiza por
el trabajador durante la vigencia de su
contrato o relacion de trabajo o de
servicios con la empresa, que sean
fruto de una actividad de investigacion
explicita o implicitamente constitutiva
del objeto de su contrato, pertenece
al empresario.

Centro publico

B Si es trabajador de un centro publico

de investigacion, el reparto de
beneficios es el siguiente: 1/3 para el
organismo, 1/3 para el autor o autores
de la invencioén y 1/3 que se distribuira
de acuerdo con los criterios que
establezca el Consejo Rector del
organismo (Real Decreto 55/2002).
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GUIA PRACTICA PARA LA UTILIZACION DE MUESTRAS BIOLOGICAS

3. Comercializacion

B Existe la posibilidad de patentar un producto derivado de una muestra biolégica, siempre
que el mismo cumpla con los tres requisitos de patentabilidad y no sea contrario al
orden publico ni a las buenas costumbres y que, ademas, su objeto no recaiga ni sobre
una variedad vegetal, una raza animal o un procedimiento esencialmente biolégico de
obtencion de vegetales o de animales.
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9. Gestion de calidad

1. Sistemas de gestion de calidad (SGC)

“

B Hay que establecer un sistema de

gestion de la calidad (SGC),
especialmente, en el seno de una
red cooperativa:

- Para garantizar la calidad de las
muestras servidas al investigador.

- Para mejorar la organizacion del
propio biobanco.

Esta debe ser la motivacion
principal. Cualquier otra
(incluido el hecho de tener
una acreditacién/certificacion)
es secundaria.

B Existen diversos modelos de

gestién llamados normas. La mas
conocida es la UNE-EN-ISO

9001:2000. Es un modelo general,
flexible y facilmente escalable. Es,
por tanto, aplicable a un biobanco.




GUIA PRACTICA PARA LA UTILIZACION DE MUESTRAS BIOLOGICAS

2. Implantacion del SGC

B Para una buena implantacion del SGC, es clave implicar a todo el personal del biobanco.

B Estadebe:
- Definir al responsable de calidad.
- Establecer los objetivos de calidad, el alcance del SGC y las exclusiones
ala norma.
- ldentificar los procesos necesarios.
- Determinar la estructura de la documentacion que forma parte del SGC.

icacion

L ET

B De los procesos: establecimiento de los requisitos |

Procesos estratégicos

Direccién Planificacion Medicion,
y coordinacion y revisién analisis y mejora
I/Gfestién Gestion de
de muistras informacion

Usuarios Usuarios
Otras partes Produccién | Otras partes
interesadas interesadas
Requisitos * * Satisfaccion

| Almacenamiento |

("]
e
("]
]
[*]
e
a
0
-
©
o
]
=

| Comunicacion con el cliente |

= Control,
Compras Gestion documentos
de los recursos y registros

Infraestructura| Ambiente de trabajo

Fungible Recursos humanos

Procesos de soporte

B De su documentacion: definicién del modo en que se llevan a
cabo las actividades.

B De las actividades comprendidas: asignacion de las
responsabilidades a cada uno de los procesos.
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Esquema de Gestidn de calidad

3. Certificacion

Motivacion

B Un biobanco puede tener implantado un SGC y no estar certificado.
La certificacion, sin embargo, distingue a un biobanco y potencia la
imagen que el usuario del banco tiene del mismo.

Proceso de certificacion

B Implantacion previa a la solicitud para valorar su funcionamiento.
B Laempresa certificadora, acreditada en Espafia por ENAC, analiza la
documentacion, visita el biobanco y emite un informe de la auditoria.

B El biobanco tiene un plazo para cumplir con las recomendaciones
realizadas por la auditoria, y cuando se revisen las acciones de mejora
emitira el certificado.

Mantenimiento

B Una vez obtenida la certificacion, el biobanco debera elaborar un
calendario anual de mantenimiento y mejora del SGC.
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10. Gestion de bases de datos

1. Creacion, modificacion o supresion

Titularidad publica

B La creacion, modificacion o supresion exigen la aprobacién de una disposicion general
publicada en el diario oficial correspondiente.

B Ademas, se debe notificar al Registro General de Proteccion de Datos conforme al modelo
oficial disponible en la Agencia Espafiola de Proteccién de Datos, o en la Agencia de
Proteccion de Datos de la Comunidad de Madrid, la Agencia Catalana de Proteccién de
Datos y la Agencia Vasca de Proteccion de Datos.

Titularidad privada

B La creacion, modificacion o supresion de ficheros se deben notificar al Registro General
de Proteccién de Datos conforme al modelo oficial disponible en la Agencia Espafola de
Proteccién de Datos.

La contratacion de se

B Elresponsable del tratamiento es aquel que decide la finalidad, el contenido y el uso de
los datos personales, incluso aunque no los trate materialmente.

B El encargado del tratamiento es el que presta un servicio al responsable, que implica el
acceso a los datos personales.

B La prestacion de servicios debe estar formalizada en un contrato por escrito.

B En el contrato se debe sefalar que soélo se trataran los datos siguiendo las instrucciones
del responsable; que no se utilizaran para un fin distinto del establecido; tampoco se
comunicaran a terceros, debiendo devolver o destruir la informacién al finalizar aquél.

B La subcontrataciéon de servicios es posible con garantias equivalentes a las sefialadas,

siempre con conocimiento e intervencion del responsable que encargd la prestacion de
servicios.
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2. Cuadro resumen de las medidas de seguridad

REGLAMENTO DE MEDIDAS DE SEGURIDAD DE LOS FICHEROS
QUE CONTENGAN DATOS DE CARACTER PERSONAL (RD 994/1999)

B Nivel basico: ficheros que contengan datos de caracter personal.

B Nivel medio: ficheros que contengan datos relativos a la comisién de infracciones

administrativas o penales, Hacienda Publica, servicios financieros y los que se rijan por
el articulo 29 de la LOPD (prestacién de servicios de solvencia y crédito).

Nivel alto: ficheros que contengan datos de ideologia, creencias, origen racial, salud o
vida sexual, asi como los recabados para fines policiales sin consentimiento de las

personas afectadas.

Documento de seguridad

Nivel basico

Nivel medio

B Ambito de aplicacion.

B Medidas, normas,
procedimientos, reglas y
estandares de seguridad.

M Funciones y obligaciones
del personal.

M Estructura y descripcién
de ficheros y sistemas
de informacion.

B Procedimiento de
notificacién, gestion
y respuesta ante
incidencias.

B Procedimiento
de realizacion de copias
de respaldo
y recuperacion de datos.

M Identificacion del responsable
de seguridad.

M Control periédico del cumplimiento
del documento.

B Medidas que se deben
adoptar en caso
de reutilizacién o desecho
de soportes.

Nivel alto

Personal

M Funciones y obligaciones
claramente definidas
y documentadas.

H Difusion entre el personal
de las normas que les
afecten y de las
consecuencias
por incumplimiento.




Esquema de Gestion de bases de datos

Nivel basico

Nivel medio

M Registrar el tipo de
incidencia, momento en el

M Registrar la realizaciéon de
procedimientos de recuperacion

Nivel alto

[7) )
8 que se ha producido, de los datos, persona que
e persona que la notifica, lo ejecuta, datos restaurados y
% persona a la que se le grabados manualmente.
& comunica y efectos B Autorizacién por escrito del
- derivados. responsable del fichero para
su recuperacion.

_g M Relacion actualizada M Se establecera el mecanismo que
] de usuarios y accesos permita la identificacién de forma
s} autorizados. inequivoca y personalizada
= . e
wd . .
= M Procedimientos de todo usuario y.Ia verificacion
g de identificacion de que esta autorizado.
© y autenticacion. M Limite de intentos reiterados
: B Criterios de accesos. de acceso no autorizado.
N . .
-g M Procedimientos de
.§ asignacic’zn y gesti.én.d.e
= contrasefas y periodicidad
k] con los que se cambian.
(] .
© B Almacenamiento

ininteligible de contrasefas

activas.

Bl Cada usuario accedera M Control de acceso fisico a los

Unicamente a los datos y locales donde se encuentren
° recursos necesarios para ubicados los sistemas
9 el desarrollo de de informacion.
5] sus funciones.
[
@ W Mecanismo que evite el
: acceso a datos o recursos
e con derechos distintos
=) .
g de los autorizados.
O E Concesion de permisos

de acceso solo por

personal autorizado.

M Identificar el tipo M Registro de entrada y salida M Cifrado de datos

@ de informacion de soporte. en la distribucién
9 i . . .
t que contienen. B Medidas para impedir la de soportes.
g_ M Inventario. recuperacién posterior de
8 B Almacenamiento con informacion de un soporte que vaya
= acceso restringido. a ser desechado o reutilizado.
.g B Salida de soportes | Medlqas que |mp|dan la rﬁcuperamon
= autorizada por el indebida de la informacion
("]
] responsable del fichero. almacenada en un soporte que vaya
o a salir como consecuencia de

operaciones de mantenimiento.
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Nivel basico
Nivel medio
Nivel alto
M Verificar la identificacion M Copia de respaldo
y aplicacién de los y procedimientos
.g procedimientos de copias de recuperacion
E. y recuperacion. en un lugar
@ M Garantizar la reconstruccion diferentg del que
- de los datos en el estado los equipos
% en que se encontraban se encuentren.
) en el momento de
2 ducirse la pérdid
a producirse la pérdida o
-} destruccion.
(v)
M Copia de respaldo, al
menos semanal.
B Uno o varios nombramientos
% por el responsable del fichero.
] M Encargado de coordinar y controlar
g las medidas del documento.
% B No supone delegacién de
g responsabilidad del responsable
del fichero.
=] . . L
E M Sélo se realizaran si se asegura el
g nivel de seguridad correspondiente
- al tipo de fichero tratado.
B Al menos cada dos afios, interna
o externa.
B Adecuacion de las medidas
(v} y controles.
=
S W Deficiencias y propuestas correctoras.
'g B Andlisis del responsable
< de seguridad y conclusiones
al responsable del fichero.
B Adopcion de las medidas
correctoras adecuadas.
M Registrar usuario,
3 hora, fichero, tipo
2 de acceso y registro
] accedido.
: H Control del
© responsable de
(J seguridad. Informe
wd
g mensual.
bo L.
[7) W Conservacion:
-5 ~
dos afos.
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Esquema de Gestion de bases de datos

icaciones

Telecomun

Nivel basico

Nivel medio

Nivel alto

M Transmision de
datos cifrada.

Los niveles son acumulativos y tienen la condicion de minimos exigibles.

Los accesos a través de redes de telecomunicaciones deben garantizar un nivel de

seguridad equivalente al de los accesos en modo local.

La ejecucion de trabajos fuera de los locales de la ubicacion del fichero debe ser
expresamente autorizada por el responsable del fichero y garantizar el nivel de seguridad.

Los ficheros temporales deberan cumplir el nivel de seguridad correspondiente y seran

borrados una vez que hayan dejado de ser necesarios.

Los ficheros de nivel basico que contengan datos que permitan obtener una evaluaciéon
de la personalidad del individuo deberan garantizar, ademas de las medidas de nivel
basico, las de nivel medio relativas a auditoria, identificacién, control de acceso fisico y

gestién de soportes.
Extraido de www.agdp.es.
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11. Intervencion de los Comités
Eticos de Investigacion Clinica

1. (Cuando se debe recabar la opinion previa del CEIC?

B Se debe recabar el dictamen de un CEIC antes de realizar cualquier proyecto de
investigaciéon con muestras biolégicas humanas. Un proyecto de investigacion pretende
obtener un conocimiento generalizable (sobre una enfermedad o sobre una poblacién).

B En caso de duda, se debe consultar al CEIC.

2. Evaluacion de proyectos de investigacion con muestras

biologicas identificadas o identificables

Retrospectivos

El proyecto de investigacion se plantea sobre muestras ya recogidas y archivadas.

1. EI CEIC debe valorar si los objetivos y procedimientos del estudio actual se pueden
considerar incluidos dentro del ambito de aplicacion del consentimiento previo. Si no
existiera consentimiento previo, se debera valorar la factibilidad, ventajas e inconvenientes
de obtener el consentimiento informado a posteriori.

2. En caso de no ser posible o conveniente plantear su obtencion, aunque no existe legislacion
nacional al respecto, teniendo en cuenta la Recomendacion (2006) 4 del Comité de Ministros
del Consejo de Europa sobre la investigacién con muestras bioldgicas de origen humano,
el proyecto se podria realizar si el CEIC considerase que la investigacion aborda una
cuestion de interés cientifico notable. Los objetivos no se podrian conseguir utilizando
muestras biolégicas para las que se disponga del consentimiento informado, y de la
realizaciéon del proyecto no cabe esperar consecuencias negativas para los sujetos
o sus familiares. Sélo se podrian incluir muestras para las que no conste oposicién
expresa de los sujetos.

Prospectivos

B Las muestras se pueden haber obtenido Unicamente para la investigacién, o para un
procedimiento asistencial y, ademas, se puede plantear al sujeto su utilizaciéon adicional
con fines de investigacion:

Siempre es necesario el consentimiento informado por escrito del sujeto. En el primer
caso, para la obtencion y utilizaciéon de la muestra, y en el segundo solo para la utilizacién.
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3. Informacion por escrito al donante

v

Objetivo de la recoleccion
de muestras

Puede: 1) estar vinculado a un proyecto de investigacion con un objetivo concreto;
o 2) formar parte de un banco de muestras. Debera ser tan especifico como sea
posible. El grado de concrecion podra ser menor si la recoleccion es para un banco
de muestras. Para evaluar cual es la amplitud del objetivo que seria aceptable, el
CEIC debe valorar si son muestras identificables o anénimas, el tiempo y las
condiciones de conservacion y los datos que se pretende obtener.

Cuando el sujeto pueda contemplar su participacién en la investigacion como

beneficiosa para su enfermedad (por ej.: ensayo clinico terapéutico), el CEIC debe
vigilar que el consentimiento para la donacién a un banco de muestras se plantee
de forma independiente para preservar su caracter voluntario, que podria verse en
peligro por el deseo o necesidad del paciente de participar en el ensayo terapéutico.

Y

Método
de obtencion
de las muestras

B Se deben explicar los riesgos y molestias derivados del procedimiento de

obtencién de la muestra.

Método de
dentificacion
de las muestras

B Se deberia utilizar un cédigo que no permita extraer informacion sobre la identidad

o patologia del sujeto (muestras identificadas o identificables vs. anénimas).

v

Conservacion

B Dodnde, cémo y cuanto tiempo (periodo de tiempo limitado y proporcional al tiempo

necesario para llevar a cabo los objetivos establecidos). La muestra se debe
conservar en un lugar seguro y de acceso restringido. Se informara sobre el destino
de la muestra cuando finalice la investigacion para la cual se obtuvo: se mantendra
almacenada, se destruird o se anonimizara (destruyendo el cédigo que la mantiene
identificable).

Confidencialidad

Se informara de que todos los datos son confidenciales. El acceso a la informacion
personal quedara restringido a personal autorizado. Se informara de que los datos
que se obtengan del analisis de la muestra se van a archivar de manera segura
y de que el tratamiento de los datos de caracter personal se ajustara a lo dispuesto
en la Ley Organica 15/1999, de 13 de diciembre, de Proteccion de Datos de Caracter
Personal.




Esquema de Intervencion de los CEIC

S
(] ) . . i
] B El sujeto debe ser informado de la gratuidad de la donacién. Se puede compensar
2 al sujeto por las molestias derivadas de la obtencién de la muestra (por ej.: gastos
s de desplazamiento).
[C)
)
§ &
.
" © 3 B Debe ser consentida por el sujeto y nunca se podra comerciar con ella.
V] -
v g
« W EICEIC debe valorar la existencia de un posible beneficio particular para el sujeto
_g .8 a partir de los resultados del andlisis. Si existe un posible beneficio, se debe
‘g i) preguntar sobre el deseo de ser o no informado de los hallazgos de la investigacion.
s ] Esto no es aplicable a investigaciones sobre datos completamente andnimos ni a
("] . . .
a9 datos que no permitan sacar conclusiones particulares sobre las personas que
S e hayan participado en tales investigaciones. Cuando no se prevea un beneficio
°© directo para el sujeto, se le debera informar adecuadamente.
g _g B Este derecho sdlo es ejercitable en caso de muestras asociadas o asociables a un
'U sujeto identificado. Se debe informar de las consecuencias de la revocacion:
= destruccién o anonimizacion de la muestra, la no obtencién de nueva informacién
g g biomédica de esa muestra, y la conservacion de la informacién biomédica obtenida
ad hasta ese momento.
E
g B El consentimiento para participar debe ser otorgado de forma libre y convenientemente
= informada. El sujeto debe ser informado de que su participacion es voluntaria, asi
-E como de que tiene derecho a negarse a participar en cualquier momento sin que
3 por ello se vea afectada su atenciéon médica.
(=)
>

Ausencia
de beneficio

econémico

B Puede ser aceptable aclarar que el sujeto no tiene derechos sobre patentes y
explotaciones comerciales de los descubrimientos que se realicen.
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para la
utilizacion
de muestras
bioldgicas en
Investigacion

Biomeédica



GLOSARIOS

1. Definiciones
2. Siglas



Glosarios

1. DEFINICIONES

e Acreditacién: procedimiento mediante el cual un organismo autorizado reconoce,
formalmente, que una organizaciéon es competente para la realizaciéon de una deter-
minada actividad de evaluacion de la conformidad.

¢ ADN polimerasa: enzima que cataliza la sintesis de ADN de doble hebra a partir de
una sola.

¢ Amniocentesis: puncion transabdominal para extraer liquido amnidtico.
¢ Amplificacién: produccion de copias adicionales de una secuencia de ADN.

¢ Anticuerpo: molécula de la superfamilia de las inmunoglobulinas producida por los lin-
focitos B en respuesta a un determinante antigénico con el cual puede interaccionar
gracias a su estructura tridimensional.

¢ Apoptosis: forma mas comun de muerte celular fisioldgica (como opuesta a la patolo-
gica). Es un proceso activo que requiere la actividad metabdlica de la célula que mue-
re y se caracteriza por fragmentacion del ADN, condensacion y marginacién de la cro-
matina. A menudo, se denomina muerte celular programada. Las células que mueren
por apoptosis por razones sin aclarar no suelen provocar las respuestas inflamatorias
asociadas con la necrosis.

¢ Biopsia: muestra de tejido tomada de un paciente o donante vivo, con fines diagnés-
ticos o de investigacion.

¢ Biopsia tru-cut: biopsia realizada mediante una aguja tipo tru-cut. La aguja esta cons-
tituida por dos partes: un obturador interno que tiene una ranura para tejido en la par-
te distal y una canula externa. La punta distal de la canula externa presenta un bor-
de cortante. La aguja tru-cut, ademas de obtener una biopsia, permite conseguir una
citologia por aspiracioén.

¢ Cariotipo: composicion grafica de los cromosomas de una célula ordenados segun un
patrén estandar, con fines diagnésticos o de investigacion.
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e Célula troncal: célula con capacidad para autorrenovarse en mayor o menor medi-

day, al mismo tiempo, dar lugar a las diferentes células de uno o varios linajes ce-
lulares.

¢ Centrifugacion: proceso por el que se separan fracciones celulares o moleculares

de un sistema en una centrifuga. La forma mas basica consiste en la sedimentacién
a una determinada fuerza centrifuga de las particulas en el fondo de un tubo, que deja
un sobrenadante. La sedimentacion viene determinada, entre otros factores, por el
tamano y la densidad de las particulas, asi como por la densidad del medio.

Certificacion: acto por el que una tercera parte testifica la conformidad de un de-
terminado producto, proceso o servicio con una norma u otro documento norma-
tivo determinado.

Cesidon o comunicacién de datos: toda revelacién de datos realizada a una per-
sona distinta del interesado.

Citometria de flujo: término comun utilizado para “separador celular activado por
fluorescencia” —Fluorescence Activated Cell Sorter (FACS)-. En un citdmetro se-
parador, las células son marcadas con fluorocromos y pasadas en un medio en
suspension por un vibrador que provoca la fragmentacién de un delgado chorro
en gotas, de forma que las células se individualizan en las distintas gotas. Un sis-
tema de excitacién por laser y de deteccidon de fluorescencia permite la identifica-
cion de las células marcadas. A aquellas gotas que contengan la célula que, en
funcion de su fluorescencia, nos interese, se les aplica una carga eléctrica. Las
gotas cargadas y no cargadas son posteriormente separadas por la carga. El sis-
tema se puede utilizar como herramienta analitica (citdmetro analizador). El gran
poder de esta técnica es que permite analizar multiples fluorescencias y parame-
tros fisicos, asi como un gran numero de células, cada una de ellas de forma in-
dividual.

Citotoxico (sustancia): sustancia quimica que es téxica para la célula; impide su
proliferacion o crecimiento, o bien induce directamente su muerte.

Clase de mercancia peligrosa: todas las mercancias peligrosas se asignan a una
clase (hasta nueve) que depende del tipo de peligro que presenta el producto.

Cliente (o usuario): organizacién o persona que recibe un producto.

Consentimiento: manifestacion de voluntad libre, validamente emitida por una per-
sona capaz, precedida de informacion adecuada.

Cultivo celular: término general referido al mantenimiento de cepas o lineas celu-
lares vivas en condiciones in vitro.

Cultivo primario: células extraidas del tejido original y puestas en cultivo, asi como
su progenie, antes de que el cultivo se subdivida y se transfiera a un subcultivo.



e Dato anonimizado o irreversiblemente disociado: dato que no puede asociarse
con una persona identificable por haberse destruido el nexo con toda la informacién
que la pudiera identificar.

¢ Dato anénimo: dato recogido sin un nexo que pueda servir para identificar al sujeto
titular.

e Dato codificado o reversiblemente disociado: dato no asociado con una persona
identificable por haberse sustituido o desligado toda la informacién que identifica a
esa persona, y que utiliza un cédigo.

¢ Dato de caracter personal: cualquier informacion referida a un sujeto identificado o
identificable.

¢ Declaracién del Expedidor: documento requerido cuando se envian muestras bio-
I6gicas clasificadas como infecciosas.

¢ Destinatario: receptor de la muestra biolégica.

¢ Dioxido de carbono, soélido: hielo seco utilizado como refrigerante de muestras bio-
I6gicas (UN1845).

e Documento: informacion y su medio de soporte.

¢ Endonucleasas: enzimas que hidrolizan moléculas de ADN de doble hebra en luga-
res interiores de la molécula.

e Espécimen: cualquier material que se envia al laboratorio sin ninguna manipulacion
previa. Su concepto es asimilable muchas veces al de “muestra”. En la actualidad,
esta terminologia esta en desuso.

¢ Estabilidad de una magnitud bioldgica: capacidad de una propiedad bioldgica para
mantener su valor dentro de unos limites preestablecidos y en unas condiciones especificas.

e Estabilidad de una muestra: capacidad de una muestra, cuando se mantiene en
unas condiciones especificas, para mantener los valores de sus propiedades biolé-
gicas dentro de unos limites preestablecidos.

e Etiqueta de biopeligro: etiqueta que aparece en muchos paquetes interiores de
muestras bioldgicas.

e Exones: regiones de un gen dispersas en el mismo, que se transcriben a ARNm y co-
difican la mayoria de las veces, pero no siempre parten de una proteina.

¢ Expedidor: remitente de la muestra bioldgica.

¢ Explante: tejido vivo transferido de un organismo a un medio artificial para cultivo.
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¢ Factor de crecimiento: moléculas implicadas en la supervivencia y proliferacion ce-

lular, por ejemplo, el factor de crecimiento epidérmico (EGF) o el factor de crecimien-
to de fibroblastos (FGF). La insulina o la somatomedina constituyen también factores
de crecimiento.

Fenotipo: conjunto de caracteristicas de un organismo (en el texto aplicado a célu-
las) que resulta de la expresion de sus genes (genotipo) en un determinado ambien-
te. Es el resultado de la interaccion del genotipo y el ambiente.

Gen: secuencia de nucledtidos del ADN que contiene la informacion de la produc-
cién regulada de ARNm y de proteina. Incluye secuencias interpuestas (intrones) en-
tre segmentos codificantes (exones).

Genoma: conjunto completo de genes y factores hereditarios contenido en las célu-
las de un organismo.

Genotipado: desciframiento del genoma de un individuo.

Grupo de riesgo: criterios desarrollados por la Organizacion Mundial de la Salud para
la clasificacién de muestras bioldgicas (el grupo de riesgo 1 es el menos peligroso y
el grupo de riesgo 4 el mas peligroso).

HAZMAT: término utilizado en los EE.UU. para designar las mercancias peligrosas.

Inmunohistoquimica: estudio de la expresion proteica de una muestra tisular o ci-
tolégica. Se basa en la reaccion antigeno-anticuerpo (Ag-Ac) y consiste en incubar el
Ag que queremos detectar frente a un Ac, mediante un sistema de amplificacion, jun-
to con el empleo de un sistema revelador para que esta union pueda ser visualizada
al microscopio optico.

Inmunomarcaje: localizacién de sustancias inmunorreactivas que emplean, como
reactivos, anticuerpos conjugados a marcadores detectables.

Interleucina: una variedad de sustancias producidas por leucocitos y otros tipos celu-
lares con amplisimas funciones en supervivencia, proliferacion y diferenciacion celular.

Intrén: regidén no codificante de un gen, que no se encuentra en el ARNm maduro y
no se traduce a proteina.

Laboratorio procesador: aquel que analiza las muestras de diagndstico proceden-
tes de fuera del laboratorio.

Linea celular: una poblacién de células propagadas en cultivo y que derivan de él sien-
do, por lo tanto, genéticamente idénticas a la célula precursora de la que se origind.

Liquido ascitico: fluido biolégico presente en la cavidad peritoneal, particularmente
evidente en algunas condiciones patolégicas. Su obtencién se alcanza mediante la



puncion de la pared abdominal, procedimiento conocido como paracentesis. Depen-
diendo de la concentracién proteica, de glucosa, de LDH y la presencia celular, el li-
quido pleural, pericardico y ascitico se diferencia en exudado y trasudado.

Liquido cefalorraquideo (LCR): fluido biolégico presente tanto en el espacio sub-
aracnoideo como en el sistema ventricular. Habitualmente, el LCR se obtiene ac-
cediendo al espacio subaracnoideo mediante puncién lumbar.

Liquido pericardico: fluido bioldgico presente en la cavidad pericardica, parti-
cularmente evidente en algunas condiciones patoldgicas. Se obtiene por puncion
de la cavidad pericardica, procedimiento que es conocido como pericardiocen-
tesis.

Liquido pleural: fluido biolégico presente en la cavidad pleural, particularmente
evidente en algunas condiciones patolégicas. Su obtencion se realiza con el pro-
cedimiento de toracocentesis.

Liquido sinovial: fluido bioldgico presente en la cavidad articular. Su obtencion por
puncion de la articulacién afectada aporta informacion acerca de la causa de la infla-
macion articular.

“Los paquetes interiores satisfacen las especificaciones prescritas”: frase que
debe aparecer en los paquetes adicionales de muestras biolégicas.

Marca de elegibilidad para transporte aéreo: marca de un avion que tiene que fi-
gurar en todos los paquetes de mercancias peligrosas enviados por via aérea a par-
tir del 1 de enero de 2004.

Material absorbente: material utilizado en los paquetes interiores para absorber el
liquido que pudiera fugarse.

Matriz extracelular: cualquier material producido por las células y secretado al me-
dio circundante, normalmente aplicado a la fraccion no celular de los tejidos anima-
les. La matriz extracelular del tejido conectivo es particularmente importante y sus
propiedades determinan las propiedades del tejido. En términos amplios, se distin-
guen tres componente principales: elementos fibrosos (principalmente colageno, elas-
tina o reticulina), proteinas de anclaje (por ejemplo, fibronectina, laminina) y molécu-
las “de relleno” (normalmente glucosaminoglucanos). La matriz puede estar minera-
lizada para resistir la compresién (como en el hueso) u organizada con predominio de
fibras resistentes (como en los tendones). La lamina basal de las células epiteliales
es una forma especializada de matriz extracelular. La matriz extracelular condiciona
el comportamiento de las células de forma muy acusada y, por consiguiente, es un
importante factor a considerar cuando crecen las células in vitro.

Mercancias peligrosas diversas: se refiere a las mercancias peligrosas clasifi-
cadas bajo la clase 9, entre las que se incluyen el hielo seco/diéxido de carbono,
solido.
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¢ Microsatélites: regiones del genoma caracterizadas por la repeticion de sélo dos o

tres nucledtidos. El nUmero de repeticiones varia de un individuo a otro, originando
polimorfismos de valor informativo en el diagndstico.

Modulo de obtencion de muestras: cualquier espacio fisico donde los profesiona-
les sanitarios realizan las funciones de obtencion, recepcidn e identificacion de las
muestras para trasladarlas al laboratorio clinico procesador.

Molécula de adhesion: aunque este término podria incluir cualquier molécula impli-
cada en fendbmenos de adhesidn celular, se usa de forma mas restrictiva para deno-
minar moléculas de la superficie de células animales que permiten las interacciones
de unas células con otras o con los elementos de la matriz extracelular. Pertenecen
a cuatro grandes familias: cadherinas, moléculas de adhesién de la superfamilia de
las inmunoglobulinas, interginas y selectinas.

Muestra citolégica: parte de las células de un tejido extraida por procedimientos in-
vasivos (por ejemplo, una puncién) o no invasivos (por ejemplo, el roce de la muco-
sa bucal con un cepillo o0 un portaobjetos).

Muestra de diagnéstico: cualquier material humano que es remitido al laboratorio
para su analisis.

Muestra tisular: parte de un tejido extraida por procedimientos quirdrgicos o no in-
vasivos, considerada representativa del mismo.

Mutacién: cualquier cambio que aparece en la secuencia del ADN genémico. Pue-
den existir mutaciones somaticas en las que uno solo o varios tejidos estan altera-
dos, y mutaciones germinales, que afectan a todas las células del organismo y se
heredan.

Neuroblastoma: ejemplo tipico de tumor sélido infantil maligno. Crece a partir de
las células de la médula suprarrenal. Tiene capacidad de maduracion espontanea
y origina el ganglioneuroblastoma o el ganglioneuroma.

Nitrégeno en fase liquida/gaseosa: el nitrogeno, a bajas temperaturas, puede es-
tar en estado liquido o en estado gaseoso. Los contenedores que emplean nitr6-
geno pueden hacerlo en fase gaseosa o liquida (o ambas).

Nucleo: organulo intracelular que contiene la inmensa mayoria del material gené-
tico de la célula eucarionte.

Nucleétido: los acidos nucleicos se componen de muchos nucleétidos, cada
uno de los cuales contiene una base nitrogenada, un azlcar pentosa y un gru-
po fosfato.

Paquete adicional: es el utilizado para empaquetar muestras bioldgicas y hielo seco
en un mismo paquete exterior.



¢ Patente de invencioén: es la institucion del ordenamiento juridico destinada a fomen-
tar el progreso tecnologico a través de la concesidn de una tutela juridica especial so-
bre las invenciones. Le otorga al inventor o a sus legitimos causahabientes un derecho
de exclusiva, de monopolio, durante un tiempo limitado —en concreto, durante 20 afios-.
Como contrapartida a la concesion de este monopolio, al inventor o a sus causaha-
bientes, el contenido de las invenciones ha de hacerse publico y su explotacién pasa
a ser libre cuando finaliza el plazo por el que se concede el derecho de exclusiva.

¢ Plasma: fraccion liquida de la sangre que contiene todos sus componentes protei-
cos. La sangre se debe obtener y almacenar en material de plastico en presencia del
anticoagulante citrato trisédico a una concentracion final de 0,105 mol/L. La sangre
debe ser centrifugada en las condiciones requeridas para el estudio determinado
(temperatura ambiente, 4 °C, etc.). El sobrenadante de aspecto amarillento corres-
ponde al plasma.

¢ Polimorfismo: existencia simultanea de genomas diferentes en la misma poblacion
en una proporcioén superior al 1%.

¢ Procedimiento: forma especificada para llevar a cabo una actividad o proceso.

¢ Procedimiento de disociacién: todo tratamiento de datos personales, de modo que
la informacion que se obtenga no pueda asociarse a una persona identificada o iden-
tificable.

¢ Proceso: conjunto de actividades relacionadas que transforman elementos de entra-
da en resultados.

¢ Producto: resultado de un proceso que puede ser tangible (contables, incontables,
etc., por ejemplo, los materiales) o intangible (servicios, informacion, etc.).

¢ Propiedad o magnitud biolégica: atributo de un cuerpo o sustancia bioldégica que
puede ser distinguida cualitativamente y determinada cuantitativamente.

¢ Proteasa: término normalmente utilizado para las endopeptidasas que tienen una
amplia especificidad y que pueden digerir la mayoria de las proteinas en fragmentos
pequefos. Son habitualmente enzimas digestivas (tripsina, pepsina, etc.), enzimas
de origen vegetal (papaina, etc.) o bacteriano (pronasa, proteinasa k, etc.).

¢ Puncién citolégica: introduccion de un instrumento agudo, como un trocar o una
aguja, en un tejido, érgano o cavidad con el fin de extraer células para su estudio. En
muchas ocasiones, tiene lugar mediante una aguja fina que se aplica en el tejido de
origen de las células empleando presién negativa (puncién-aspiracion).

¢ Red cooperativa: conjunto de grupos o centros de investigacidn organizados de cara
a un fin determinado (por ejemplo, el estudio del cancer). Desde hace varios afnos,
funcionan redes de investigacion cooperativas financiadas por el Fondo de Investi-
gaciones Sanitarias.
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¢ Refrigerante: material utilizado para mantener a baja temperatura una muestra bio-
I6gica. Los refrigerantes incluyen hielo seco (didxido de carbono, sélido) y hielo
huamedo.

¢ Ribonucleasas o ARNasas: enzimas muy estables y activas que digieren o cortan
las moléculas de ARN.

e Secuenciacion: técnica por la que se descifran, una detras de otra, todas las bases
de un fragmento de ADN.

e Somaticas: todas las células de un organismo que no pertenecen a la linea germinal.

e Southern Blot: técnica por la que se transfieren fragmentos de ADN de un gel de
agarosa a un filtro de nailon.

e Suero: fraccion liquida de la sangre resultante tras el proceso de coagulacion. Se ob-
tiene por centrifugacion de la sangre completamente coagulada de la que se sepa-
ran los elementos celulares y la malla de fibrina.

e Sujeto fuente: individuo del que proviene la muestra bioldgica.

e Sustancia peligrosa: cualquier sustancia que, si se derrama, puede afectar adver-
samente al medio ambiente —término utilizado principalmente en los EE.UU.-.

¢ Tallado del tumor: procedimiento por el que se secciona un espécimen tisular/tumo-
ral para tomar las muestras necesarias para su estudio anatomopatologico.

e Tag-polimerasa: ADN polimerasa termoestable aislada de la bacteria Thermus aqua-
ticus y que se utiliza en la PCR.

e Tiempo de preanalitica: aquel que transcurre desde la obtencién de la muestra o
espécimen hasta el momento de su analisis.

¢ Trazabilidad: capacidad para seguir la historia, la aplicacion o la localizacion de todo
aquello que esta bajo consideracion.

¢ Tripsina: enzima proteolitica.
e Tumor: conjunto de células transformadas, con capacidades de multiplicacién y cre-
cimiento anémalas; de él pueden originarse otros focos secundarios denominados

metastasis.

¢ Vellosidades coriales: muestra esponjosa fetal tomada por biopsia del tejido que
dara lugar al corion frondoso.



2. SIGLAS

e ADN: acido desoxirribonucleico

e ADNc: ADN complementario

e ADNs: ADN

e ADR: Accord Dangereux Routier (transporte de mercancias peligrosas en Europa)
e AEHH: Sociedad Espanola de Hematologia y Hemoterapia

e AENOR: Asociacion Espafola de Normalizacion y Certificacion
e ANEP: Agencia Nacional de Evaluacién y Prospectiva

¢ ARN: &cido ribonucleico

¢ ARNasas: ribonucleasas

e ARNm: ARN mensajero

e ARNr: ARN ribosémico

¢ ARNt: ARN de transferencia

e ATCC: American Type Culture Collection

e BOE: Boletin Oficial del Estado

¢ BT: banco de tumores

e Ca*: ion calcio

e CAA: Autoridad de Aviacion Civil (Reino Unido)

e CDBI: Council of Europe, Steering Committee on Bioethics

e CE: Consejo de Europa

e CEIC: Comités Eticos de Investigacion Clinica

e CFR: Codigo de Normas Federales. Normas de mercancias peligrosas de los EE.UU.
para el transporte por aire, mar y carretera (autopista)

e CIC: Centro de Investigacién del Cancer

225



226

¢ CIM: Contrato de transporte internacional por ferrocarril de las mercancias

e CMV: citomegalovirus

e CNIO: Centro Nacional de Investigaciones Oncoldgicas

e COTIF: Contrato de transporte internacional por ferrocarril de las mercancias
e CSIC: Consejo Superior de Investigaciones Cientificas

e CSIC-UV: Consejo Superior de Investigaciones Cientificas de la Universidad de
Valencia

e DEPC: dietil pirocarbonato

¢ DGD: Declaracion de Mercancias Peligrosas

¢ DGR: Normas de Mercancias Peligrosas

e DMSO: dimetil sulféxido (agente crioprotector)

¢ DNA: acido desoxirribonucleico

¢ DNAasas: desoxirribonucleasas

e ECACC: European Collection of Cell Cultures

¢ EDTA: acido etilendiaminotetracético (anticoagulante)
e EE.UU.: Estados Unidos de América

e EFQM: European Foundtation Quality Managament

e EGF: factor de crecimiento epidérmico

e EMEA: Asociacion Europea de Medicamentos

e ENAC: Entidad Nacional de Acreditacion y Certificacion
e FAA: Administracion de Aviacion Federal (EE.UU.)

* FACS: Fluorescence Activated Cell Sorter

¢ FCS: Fundacion de Ciencias para la Salud

e FGF: factor de crecimiento de fibroblastos



¢ FISH: Fluorescent in situ Hybrydization

¢ FO: fibra 6ptica

e GD2: gangliésido 2

¢ HBSS: solucion salina balanceada de Bank

e HEPES: tipo de solucién tampén

e HIV: VIH (virus de la inmunodeficiencia humana)

e |+D+l: Investigacién y Desarrollo

¢ |ATA: Asociacion de Transporte Aéreo Internacional

¢ |ATA-DGR: Asociaciéon de Transporte Internacional de Sustancias Peligrosas
¢ ICAO: Organizacion Internacional de Aviacion Civil

¢ ICE: abreviatura de la IATA para el hielo seco/diéxido de carbono sélido

¢ IMDG: Cédigo Internacional de Transporte Maritimo de Mercancias Peligrosas
¢ IMO: International Maritime Organization

¢ INR: razon normalizada internacional

¢ INSALUD: Instituto Nacional de la Salud

¢ ISO: International Organization for Standardization (Organizacién Internacional de Nor-
malizacién)

¢ ISO/IEC: International Organization for Standaridization/International Electrotechnical
¢ ISTH: Sociedad Internacional de Trombosis y Hemostasia

e LCAM: molécula de adhesién de células de higado

¢ LCR: liquido cefalorraquideo

e LDH: |lactato deshidrogenada

¢ LOPD: Ley Organica de Proteccién de Datos de Caracter Oficial

e MC: manual de calidad
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e MO: microscopio 6ptico

¢ NCAM: molécula de adhesion de células neurales

e NCCLS: National Committee for Clinical Laboratory Standards

¢ NIH: National Institute of Health

e OMS: Organizacion Mundial de la Salud

® P/V: % peso respecto del volumen de soluto

¢ PAAF: puncidn-aspiracién con aguja fina

¢ PBS: soluciéon amortiguadora fosfato-salina

¢ PCR: Polimerase Chain Reaction (reaccién en cadena de la polimerasa)
¢ PD: Farmacodinamia

¢ PDF: productos de degradacion de la fibrina

¢ PE: procedimientos especificos

¢ PG: procedimientos generales

¢ PI: instrucciones de empaquetado

¢ P1602: instrucciones de empaquetado de sustancias infecciosas
¢ P1659: instrucciones de empaquetado de muestras diagndsticas
¢ PK: Farmacocinética

e PNTs: protocolos normalizados de trabajo

e PPP: plasma pobre en plaquetas

e PRP: plasma rico en plaquetas

e PSN: nombre correcto de envio que debe ser utilizado en todos los documentos

¢ RID: Reglamento de Transporte Internacional por Ferrocarril de Mercancias
Peligrosas

¢ RIS: abreviatura de la IATA para sustancias infecciosas
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* RNA: ARN

* RNAsas: ARNasas

* RNAse ZAP: RNAse Decontamination Solution

¢ RSR: Proyecto de Investigacion para el Banco de Muestras de Roche

¢ RT-PCR: retrotranscripcién y amplificacion en cadena de la polimerasa (técnica en-
zimatica que transforma ARN en ADNCc a partir del cual se realiza una PCR)

¢ RTICCC: Red Tematica de Investigacion de Centros de Cancer
e SA: sin anticoagulante

e SAI: Servicios de Apoyo a la Investigacion

e SDS: dodecil sulfato de sodio (detergente)

e SEQC: Sociedad Espafola de Quimiometria y Cualimetria
e SETH: Sociedad Espafola de Trombosis y Hemostasia

e SGC: sistema de gestién de calidad

¢ SIDA: sindrome de inmunodeficiencia adquirida

e SNAP: Whatman SNAP Extraction System

¢ SNOMED: Systematised Nomenglature of Medicine

* SNPs: Single Nucleotide Polimorfism

e TCG: tiocianato de guanidina

e TI: instrucciones técnicas (ICAQ)

e TJCE: Tribunal de Justicia de la Comunidad Europea

e TTPA: tiempo de tromboplastina parcial

e UE: Unién Europea

¢ UN: United Nations

e UN1845: numero UN para hielo seco o diéxido de carbono soélido
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e UN2814: numero Un y PSN para muestras infecciosas
e UN3373: numero UN para muestras de diagnosticos

e UNCETG: United Nations Committee of Experts for the Transportation of Dangerous
Goods

e UNE: normas UNE; directrices para los planes de calidad
¢ UNESCO: Organizacion de las Naciones Unidas para la Educacién
e UPU: The Universal Postal Union

e USAL-CSIC: Consejo Superior de Investigaciones Cientificas de la Universidad de
Salamanca

e UV: ultravioleta
¢ VSG: velocidad de sedimentacion globular
e WGA: Whole Genome Amplification

e WHO: World Health Organization
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