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1. OBJETIVO

Las muestras de tejido son recogidas del excedente del descarte quirlrgico de pacientes que
han consentido y estan de acuerdo en participar en la Plataforma Biobanco Pulmonar.

Las colecciones de tejido fresco congelado son un valioso recurso para la investigacion. Las
muestras de tejido son soélo aptas para estudios protedmicos y gendémicos si han sido
congeladas adecuadamente. El propésito de este documento es normalizar el procedimiento
de congelacion en la Plataforma Biobanco Pulmonar.

2. ALCANCE

Este procedimiento describe la manera de congelar rapidamente el tejido pulmonar. Este PNT
no detalla los procesos para la seguridad e higiene laboral sobre materiales de riesgo bioldgico
y/o productos quimicos, y se recomienda que el personal siga las normas de Seguridad e
Higiene establecidas en cada centro.

3. DOCUMENTACION RELACIONADA

PNT_8.2.001_Recogida y transporte Tejido Pulmonar.doc
PNT_8.1.001_Etiquetado y Trazabilidad.doc

4. FUNCIONES Y RESPONSABILIDADES

El cumplimiento de este PNT recae sobre todos los miembros de la Plataforma Biobanco
Pulmonar que son responsables de la congelacion rapida del tejido pulmonar fresco.

5. MATERIAL Y EQUIPO
Los materiales, equipos y formas que se enumeran en la siguiente lista son soélo

recomendaciones y pueden ser sustituidos por alternativas o productos equivalentes mas
adecuados para la el lugar dénde se realiza la tarea o procedimiento.

Materiales y Equipos Materiales y Equipos (especificos de centro)

Contenedor para transporte de nitrégeno liquido

Nitrégeno liquido

2-metilbutano (isopentano)

Contenedor para isopentano (bafio maria en N. liqguido o nieve | Histobath o equivalente
carbonica)

Tubos 50 ml (0 min. de 10 ml)

Criotubos 1,5 — 2 ml resistentes exposicion N, liquido y almacenaje
final

Papel de filtro para secado

Recipiente adecuado para el tejido resecado (Placas Petri)

Marcadores y boligrafos

Pinzas estériles

Solucién salina o PBS en frio (4°C) para el lavado de los fragmentos
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de tejido

Tijeras para cortar el tejido

Gradillas para criotubos y tubos 50ml (o 10ml)

Guantes

para proteger al personal de manipulacién de tejidos

Etiguetas suficientes y adecuadas para tubos de recogida

Mascara de proteccion frente salpicaduras

Bata de

proteccion frente derrames y salpicaduras

Mascara de proteccién para manejo de N, liquido

Guantes

proteccion para manejo de N, liquido

6. DEFINICIONES

Crioconservacion: Proceso de conservacion de material biolégico a muy bajas temperaturas
por un periodo prolongado de tiempo.

7. PROCEDIMIENTOS

Este procedimiento tiene por objeto garantizar que las muestras de tejidos recogidas de
pacientes que han consentido se conservaran de manera segura, oportuna y eficiente, evitando

riesgos

de contaminacion y pérdida de integridad molecular. Para llevar a cabo técnicas

gendmicas y protedmicas es de vital importancia que el proceso de conservacion de las
muestras sea Optimo, garantizando asi la calidad e integridad de éstas.

7.1 CONGELACION INMEDIATA DEL TEJIDO PULMONAR

1.
2.

10.

11.
12.
13.

14.

15.

Tratar el tejido como potencialmente infeccioso.

La congelacidn se llevara a cabo por el técnico de laboratorio o la persona entrenada
para ello nombrada por el responsable de cada uno de los nodos de la Plataforma
Biobanco Pulmonar.

Tener los criotubos etiquetados y preparar todo el material y equipos antes del aviso
desde quiréfano.

A menos de poder ser congelado inmediatamente, el tejido deberia ser procesado
dentro de los 30 minutos desde su reseccion. Para asegurar dicho tiempo se realizara
un registro manual o digital.

En el caso de que el tiempo transcurrido entre la reseccion del tejido pulmonar y el
inicio de su conservacion sea superior a 30 minutos, se anotar4 como “Incidencia” en la
informacion asociada a dicha muestra o en el campo “observaciones”. Si el tiempo es
superior a 40 minutos no debera recogerse tejido segun este protocolo.

No colocar el tejido directamente en el hielo.

Asegurarse gue el tejido seccionado no se seque ni se contamine por contacto con
otros tejidos o muestras. Utilizar pinzas y bisturis limpios y estériles. Evitar
contaminaciones cruzadas entre muestras o entre zona tumoral y tejido normal.

El tejido congelado directamente es apto para la obtencion de ADN, ARN y proteinas.
No colocar la muestra en contacto con formol en ningiin momento. No afiadir suero en
el proceso.

Colocar el tejido en PBS o solucién salina pre-enfriada a 4°C en un recipiente estéril de
unos 50 ml.

Lavar 3 veces en PBS o salino pre-enfriado en agitacion 3-4 minutos o estatico durante
10 minutos.

Secar ligeramente en papel de filtro.

Con ayuda de una tijera, fraccionar la pieza para obtener fragmentos de 0,3 x 0,3 x 0,3
cm.

Enfriar el isopentano suspendiendo su contenedor en nitrégeno liquido o nieve
carbénica. El isopentano estard suficientemente frio cuando aparezcan formas de
perlas y la solucién adquiera un aspecto denso y un color blanco.

Con unas pinzas estériles colocar 1-3 fragmentos suficientemente separados en la
pared de un criotubo de 1,5-2 ml con tampén de rosca.

NOTA: Si se colocan varios fragmentos en un mismo criotubo, cerciorarse que no se
aglutinen en el fondo del criotubo.

Cerrar los criotubos y sumergirlos en el isopentano frio hasta su congelacion (en 30
segundos deberia ser suficiente).
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16.

17.

18.

Alternativamente a la congelacién con isopentano, el criotubo con la muestra puede ser
congelado sumergiéndolo inmediatamente en nitrégeno liquido. El espécimen deberia
estar congelado en 30-60 segundos. Esta alternativa no estd recomendada si la
muestra es grande pues necesita mas tiempo y resultaria en una pérdida morfolégica.
Una vez congelada, transferir la muestra a un congelador de -80°C. Para el transporte
utilizar nitrégeno liquido o nieve carbdnica.

Registrar la ubicacion de la muestra guardada en el software de la Plataforma
Biobanco Pulmonar.
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