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Resumen

La necesidad de contar con grandes colecciones
de tejidos tumorales bien tipificados y congelados
para su uso en investigacion ha llevado a muchas
instituciones a desarrollar la idea de los bancos de
tumores que, sin animo de lucro pero con evidente
necesidad de financiacion, se hacen cargo de la ob-
tencion, procesamiento, almacenamiento y distribu-
cion de muestras a grupos de investigacion. Todo lo
anterior implica contar con estrictos controles de ca-
lidad y seguimiento eticolegal que garanticen un
buen servicio a la comunidad cientifica y el respeto a
los derechos de los pacientes donantes. De gran im-
portancia en el desarrollo de estos bancos es la bue-
na coordinacion entre los servicios quirurgicos que
extraen los tejidos y los departamentos de anatomia
patoldgica encargados de su gestion.

Palabras clave: Banco de tumores. Cancer. Matrices de
tejido. Microarrays.

TUMOR BANKS: THEIR ROLE IN CURRENT
AND FUTURE BIOMEDICAL RESEARCH

The need for large collections of tumour tissues,
properly typified and frozen for research, has led
many institutions to develop the idea of tumour
banks which, although not seeking profit but needing
financial support, are in charge of obtaining, proces-
sing and storing samples, as well as of distributing
them to research groups. This process requires strict
quality assurance and the fulfillment of ethical-legal
standards to guarantee an effective service to the
scientific community and respect for the rights of do-
nor patients. Effective coordination among the surgi-
cal services that extract samples and the surgical
pathology departments in charge of their manage-
ment are essential in the development of these tumor
banks.

Key words: Tumour banks. Cancer. Tissue microarrays.
Microchips.

Introduccion

Los grandes avances de la biologia molecular durante
la pasada década y, mas recientemente, la informacién
generada por el Proyecto Genoma, tienen una de sus
mayores aplicaciones en el conocimiento de las alteracio-
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nes geneéticas y moleculares de las enfermedades hu-
manas. Uno de los recursos mas importantes para el de-
sarrollo de estos estudios es la obtencién de tejidos pato-
l6gicos y otras muestras (suero, cultivos celulares)
procedentes de pacientes afectados de diversas enfer-
medades, asi como los tejidos sanos de control. A partir
de estos tipos de muestras es posible obtener ADN, ARN
y proteinas Utiles para estudios moleculares. La obten-
cion de muestras, su mantenimiento y la distribucion a
los investigadores interesados constituyen los objetivos
basicos de los bancos de tumores (BT), cuya filosofia,
como veremos, es sustancialmente diferente de la de los
bancos de érganos y tejidos para trasplante’?.

El interés por la creacién de BT se ha incrementado
en los Ultimos afios, fundamentalmente por las expecta-
tivas creadas ante el conocimiento completo del genoma
humano y la posibilidad de utilizar muestras humanas
normales y patolégicas en la investigacion biomédica.
En particular, estd creciendo el interés por el estudio
masivo de muestras humanas en la busqueda de marca-
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dores genéticos relacionados con el diagnéstico molecu-
lar, la determinacion de polimorfismos relacionados con
la susceptibilidad a enfermedades y respuestas a trata-
mientos. Por otra parte, esta nueva perspectiva esta pro-
moviendo la incorporacién de tecnologia emergente en
los bancos de tejidos, como la microdiseccion de mues-
tras por laser®® y la fabricacion de matrices (microa-
rrays) de tejidos®'". Todo lo anterior se enmarca en el
objetivo general de trasladar la informacién generada
por las ciencias basicas moleculares a la medicina asis-
tencial, por lo que se habla de investigacién “traslacio-
nal”.

Ademés del interés puramente investigador, las
muestras almacenadas en los servicios de anatomia
patolégica estan siendo revalorizadas, tras su uso diag-
néstico inicial, como fuente de informacion clinica pro-
nostica (evolucion) y predictiva (respuesta terapéutica).
Esto implica que tanto los tejidos fijados e incluidos en
parafina como, muy especialmente, los congelados pue-
den ser requeridos tras el paso de los anos para reali-
zar nuevos analisis de los casos clinicos, con una im-
portante repercusion en los pacientes. Asi, puede ser
necesario acudir a muestras almacenadas en un BT
para poder realizar nuevos y sofisticados analisis mole-
culares que modifiquen conductas terapéuticas o predi-
gan determinados comportamientos de las neoplasias a
la luz de nuevas técnicas de evaluacion. Un ejemplo de
lo anterior es el emergente uso de los microchips de
ADN para detectar vias anormalmente activadas o re-
primidas en los tumores y que sean susceptibles de ac-
tuar como dianas terapéuticas o marcadores diagndsti-
COS12,13_

Objetivos generales de un banco de tumores

Podemos resumir los objetivos generales de un banco
de tejidos y tumores en 4 puntos:

1. Crear y mantener una coleccion completa de mues-
tras de tejidos normales y patolégicos, recogidas en con-
diciones Optimas, para ser utilizados en proyectos de
investigacion que incluyan su andlisis morfolégico, fenoti-
pico y molecular.

2. Servir de deposito de muestras congeladas para fu-
turas técnicas de evaluacién prondstica o terapéutica que
puedan modificar el manejo clinico de los pacientes.

3. Garantizar la calidad del material almacenado me-
diante un analisis morfolégico de todas las muestras in-
cluidas en el banco, y asegurar su correlacion anatomo-
patoldgica con el diagnéstico definitivo del tejido.

4. Suministrar sin animo de lucro el anterior material a
grupos de investigacién de la propia institucion o ajenos
a ésta que cumplan los requisitos cientificos y éticos exi-
gibles para el uso de este tipo de muestras.

Un quinto objetivo o servicio que puede aportar un BT,
cuando la infraestructura y funcionamiento del servicio
que lo alberga lo permitan, podria ser el dar soporte a la
obtencion de secciones histolégicas, preparados y ex-
tracciones de acidos nucleicos o proteinas para aquellos
grupos de investigacion que lo precisen en el desarrollo
de sus propios proyectos.

19

Tipos de muestras del banco

Los tejidos almacenados en un BT pueden correspon-
der a muestras de tejidos normales, tumores benignos y
malignos, y tejidos con una afeccién no tumoral, predomi-
nantemente inflamatoria e inmunoldgica, obtenidos a par-
tir de intervenciones quirdrgicas, y en menor proporcion
autopsicas, que llegan de forma sistematica a los servi-
cios de anatomia patoldgica de los hospitales. La activi-
dad del banco puede, ademas, extenderse a la congela-
cién de células normales y patolégicas procedentes de
sangre, médula 6sea, disgregacién tisular o derivacion
de lineas celulares. De igual manera, algunos BT alma-
cenan muestras procedentes de animales de experimen-
tacion.

Por dltimo, y aunque no es un objetivo primordial, un
BT puede servir también de reservorio de colecciones de
ADN y ARN de tejidos tumorales y normales obtenidos
de las muestras existentes; éstas son especialmente va-
liosas, dado el complejo procesamiento que han seguido
y la necesaria coordinacién con un laboratorio de biolo-
gia molecular.

La obtencién de las muestras a partir de especimenes
quirdrgicos para ser depositadas en el banco debe seguir
una priorizacion que cumpla los criterios establecidos por
la Comisién de Tejidos y Comité Etico de cada hospital
para la manipulacién y seleccion de todas las muestras
tisulares extirpadas a los pacientes. En general, los obje-
tivos prioritarios en la obtencién de una muestra quirrgi-
ca deben ser:

1. Diagnéstico.
2. Prondstico.
3. Investigacion.

Por tanto, no debemos olvidar que, bajo ningin con-
cepto, el estudio anatomopatolégico de la muestra puede
ponerse en riesgo para obtener tejido para la investiga-
cion.

Métodos de procesamiento y preservacion
de muestras

Hay procedimientos normalizados para el manejo de
las muestras que se incluyen en el banco. Sin embargo,
la recogida y el procesamiento de éstas podria adaptarse
a los requerimientos individuales de los investigadores.
La mayor parte del material de un BT estd congelado
para su preservacion, ya que la fijacion quimica (formol,
alcohol, etc.) hace que pierda importantes cualidades es-
tructurales. Por ello, resulta de capital importancia la
pronta llegada de los especimenes a los servicios de
anatomia patologica, donde el patélogo hara una selec-
cién inmediata de la muestras a congelar y se comenza-
r4 su procesamiento. En ocasiones especiales, la toma
de muestras se realiza en el mismo quiréfano donde se
extrae el 6rgano, en un intento de minimizar la degrada-
cién por isquemia y autdlisis, lo que es de especial rele-
vancia para los estudios de ARN. Siempre que sea posi-
ble, es necesario no limitarse a tomar tejido tumoral o
patoldgico, sino también su equivalente normal para po-
der realizar andlisis comparativos.
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Fig. 1. Congelacion de muestra en criomolde con OCT y bario de
isopentano.

A continuacién describimos las fases del procesamien-
to tras la seleccién macroscépica y toma del tejido.

Congelacion

Las muestras obtenidas de los érganos o tumores se
congelan habitualmente en isopentano frio o nitrégeno li-
quido en pequefios bafios o contenedores por inmersion
directa o incluidos en un medio criosolidificable (OCT-
Compound, Tissue-Tek 4583, Bayer SA) (CT) (fig. 1).
Esto dltimo permite la confeccion de bloques suscepti-
bles de ser cortados de forma inmediata en criostatos
para controlar la naturaleza y calidad de cada muestra.
Cuando el material consiste en fragmentos congelados
sin medio, se suelen almacenar en pequefios tubos de 1-
2 ml especiales para criopreservacion (fig. 2).

Almacenamiento

Habitualmente, las muestras se almacenan en conte-
nedores de nitrogeno liquido o en congeladores de
—80 °C. Es conveniente recalcar la necesidad de dispo-
ner de sistemas de seguridad que impidan la pérdida
irreparable del material de un banco por problemas tales
como pérdida de conexion eléctrica, consumo total del ni-
trégeno, fallos mecanicos, etc. Para ello, son imprescindi-
bles los sistemas de alarma de temperatura, a ser posi-
ble conectadas a una central de vigilancia, suministros
de electricidad dobles, suministros de nitrogeno liquido
con depositos de reserva o, incluso, contar con lugares
de almacenamiento adecuado de reserva.

Dentro de los arcones o congeladores, las muestras se
suelen organizar en cajas, a su vez distribuidas en estan-
terias verticales u horizontales (racks).

Es evidente la necesidad de un poderoso a la vez que
agil sistema de identificacion de la gran cantidad de
muestras que se generan, para lo que resultan Utiles los
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Fig. 2. Molde con tejido congelado en OCT y tubo de criopreser-
vacion sin OCT.

sistemas de cédigo de barras o puntos y lectores laser, si
bien los humildes sistemas de etiquetado y rotulado nu-
mérico prestan por el momento grandes servicios.
Indisoluble del anterior, se requiere un almacenamiento
de informacién en bases de datos que gestionen el con-
tenido del banco (localizacién de la muestra, cantidad,
consumo, tipo de tejido, diagnéstico, etc.). En este mo-
mento conviene resaltar la previsible controversia que se
suscitara a corto plazo sobre la necesidad del anonimato
de muestras, lo que es inviable en su forma absoluta si
se pretenden hacer estudios de seguimiento clinico de
los pacientes de los que proceden.

Distribucion

Tras ser solicitadas por el investigador y una vez autori-
zado su envio por el correspondiente comité de ética de la
institucion, las muestras se remiten de tal manera que no
se rompa la cadena del frio, habitualmente en cajas aislan-
tes con hielo seco 0 en contenedores de nitrégeno liquido.

Control de calidad y bioseguridad

Todos los tejidos depositados en un banco deben ser
analizados histolégicamente, donde se establecera con
precision el diagnéstico patolégico y se asegurara que el
tejido finalmente congelado representa tejido viable real
(se descartan aquellos tejidos necroticos o de escasa
preservacion histolégica). El control de calidad de las
muestras abarca las diferentes fases de su adquisicion,
procesamiento, almacenamiento y distribucion, y puede
resumirse en:

1. Calidad del material tisular: diagnostico histopatolo-
gico comprobado del resto del tumor procesado de forma
sistemdtica, representatividad del material congelado
(estudio directo del tejido congelado), proceso de conge-
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lacion poco destructivo y sistemas de seguridad de los
equipos de almacenamiento, mantenimiento de la antige-
nicidad tisular, preservaciéon de la integridad de los &ci-
dos nucleicos, envio de muestras en condiciones que
aseguren el estado de congelacion, etc.

2. Calidad de la informacién asociada a las muestras:
adecuada identificacién de éstas (codigos de barras o
numéricos indelebles), introduccién correcta de datos en
la base informatica, suficientes campos informativos en
la anterior, mantenimiento de anonimato, acceso restrin-
gido a los datos, etc.

Respecto a los riesgos que comporta la manipulacion
de los tejidos, cabe sefalar que, como norma general, no
deberian incluirse en un BT muestras con reconocida ca-
pacidad infectocontagiosa. Dada la imposibilidad de co-
nocer este extremo en todas las muestras, un banco de
estas caracteristicas dificilmente puede hacerse respon-
sable de la posible infectividad del material suministrado
ni puede garantizar su esterilidad, por lo que en todo mo-
mento deben observarse las precauciones necesarias
para el manejo de muestras bioldgicas.

Otras actividades de los bancos de tumores

Los BT, debido a su habitual dependencia de los servi-
cios de anatomia patol6gica, pueden proporcionar, en coor-
dinacién con estos servicios, secciones histoldgicas, tanto
de material congelado como del material incluido en parafi-
na, dado que éstas son técnicas que requieren la participa-
cién de personal cualificado y una infraestructura adecuada
(criostatos, microtomos), de la que habitualmente no dispo-
nen la mayoria de equipos de investigacion biomédica.

Aunque tampoco son actividades especificas de un BT,
la existencia de colecciones tisulares organizadas y con
procesamiento estandarizado, unido a la necesaria aso-
ciacion a los servicios de anatomia patolégica, pueden
ampliar el ambito de suministro de muestras al asociarse
a unidades de “microdiseccion tisular con laser” y de fa-
bricacion de matrices de tejido, lo cual hemos logrado en
nuestra institucion con notable éxito. La primera de estas
técnicas consiste en el aislamiento de células de seccio-
nes histolégicas o cultivos mediante un laser de alta re-
solucion dirigido mediante un ordenador bajo control mi-
croscépico. La muestra se captura mecanicamente o por
“catapultamiento” por energia y se transfiere a un tubo de
ensayo. Esta estrategia ha demostrado ya su utilidad en
la diseccion de muestras de hasta 7 um de diametro y en
la obtencion de ADN, ARNm y proteinas, y permite anali-
zar las alteraciones genéticas y la expresion de genes en
poblaciones homogéneas de células evitando la “conta-
minacion” por otros componentes tisulares. Por otro lado,
la creciente miniaturizacion de los estudios moleculares,
que permite el andlisis de miles de genes a la vez por
medio de “microchips” de &cidos nucleicos, ha llevado al
desarrollo de sistemas similares de organizacion y minia-
turizacion de matrices que permiten optimizar y acelerar
los estudios de expresion de genes en tejidos de forma
simultanea e incluyendo un nimero variable de muestras
que va de decenas a mas de mil sobre un mismo porta-
objetos de cristal (fig. 3).
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Fig. 3. Seccidn histoldgica de bloque con mdltiples muestras (ma-
triz o microarray de tejido). HE, x 40.

Consideraciones éticas y legales

Trabajar con tejidos humanos y su almacenamiento
para posibles tareas de investigacién plantea de forma
inmediata una gran variedad de problemas de indole
ética y legal™. Una de las cuestiones mas importantes
es la necesidad o no de autorizacion especifica por par-
te de los pacientes para el uso de un material que es
excedente del que se le extirpa para el diagndéstico. De
requerirse tal consentimiento, la mayor parte de las
muestras existentes en la actualidad en los diferentes
bancos serian inutiles, dada la imposibilidad de contac-
tar con todas esas personas, muchas de las cuales ha-
bran fallecido por sus procesos tumorales, y obtener los
documentos en un periodo razonable. Esta cuestién
debe plantearse y resolverse de forma inmediata si se
pretende la viabilidad de este tipo de servicios. En lo
que respecta a una vision prospectiva del problema, es
necesario considerar, en coordinacion con los comités
éticos locales, la inclusion de alguna clausula en alguno
de los documentos de consentimiento que los pacientes
firman en los hospitales que recoja la posibilidad de
usar los excedentes de sus tejidos para investigacion y
docencia.

Paises como Estados Unidos han sido pioneros en de-
satar una gran polémica sobre la necesidad de anonima-
to de las muestras que garantice la privacidad de los da-
tos obtenidos de ellas. Esto plantea para el investigador
grandes problemas en su labor, como son la necesidad
de contar con un ente que garantice tal anonimato al
gestionar los datos del paciente y eliminar toda posibili-
dad de asociacion de la identidad del sujeto con la de las
muestras. A ello se une la imposibilidad de realizar estu-
dios de seguimiento que implican un contacto con el pa-
ciente o su historia clinica y que tan indispensables son
en investigacion clinica. Como alternativa, se empieza a
considerar la posibilidad de un anonimato parcial, de ma-
nera que sea dificil, pero no imposible, la identificacion
del paciente-muestra bajo circunstancias especiales y
con un control por determinados comités que vigilen el
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respeto a los derechos del paciente y la justificacion de
esa pérdida del anonimato.

Otro aspecto importante es el mantenimiento econémi-
co de los bancos, que deben financiar a un personal, ad-
quirir-amortizar equipos y reponer material fungible, para
lo que hasta ahora no se solian dedicar partidas presu-
puestarias en los hospitales. Esto, unido a la creciente
necesidad de autofinanciacion, plantea la cuestién de re-
querir a los grupos de investigacion que solicitan mues-
tras que colaboren econdmicamente en su preparacion,
gestion y envio, lo que no debe tomarse como una factu-
racién por su adquisicién, aspecto éste que seria ética-
mente reprobable y legalmente perseguible.

A diferencia de lo que ocurre con los bancos de tejidos
para trasplantes, no parece haber en nuestro pais una le-
gislacion especifica para los BT que solucione algunos
de los problemas anteriores.

Finalmente, y dada la necesidad de poder ofrecer la
gran variedad posible de muestras tisulares al mayor nu-
mero de grupos posible y de la forma mas eficiente, re-
sulta evidente que los actuales y futuros BT que se orga-
nicen habran de coordinarse de una u otra manera, tanto
regional como nacional e internacionalmente. En este
sentido, es de gran importancia la iniciativa promovida
por la Red Temédtica de Investigacién Cooperativa de
Centros de Cancer (RTICCC), financiada por el Instituto
Carlos I, que pretende coordinar diversas redes de BT
entre las que destacan por su tamano y tradicién las pro-
movidas por el Centro nacional de Investigaciones
Oncoldgicas (CNIO) y las redes de BT de Cataluia y
Castilla'y Leon.

Papel de los servicios de cirugia en los bancos
de tumores

Es obvio que, especialmente los servicios de cirugia,
pero también otras unidades hospitalarias que realizan
tomas de tejidos, son los proveedores habituales de ca-
sos a los BT, de ahi que resulte fundamental su implica-
cién en su desarrollo y mantenimiento. Su papel es de la
maxima importancia en la obtencién rapida y el envio
adecuado a los servicios de anatomia patoldgica, donde
se procederd a la extraccién de muestras. Este envio
debe ser lo mas rapido posible, para lo cual se puede uti-
lizar el mismo circuito que para las biopsias intraoperato-
rias que son, por tanto, un material ideal para la obten-
cién de tejido en las mejores condiciones. Las muestras
deben remitirse en fresco a temperatura ambiente o refri-
geradas, y no sumergidas en suero o cualquier otro fluido

8  Cir Esp 2004;76(1):4-8

que entorpezcan la congelacion. En casos excepcionales
que requieran una gran rapidez de procesamiento, se
prodria requerir que personal entrenado del servicio de
anatomia patoldgica actuara sobre las muestras en el
mismo quirdfano.

Para asegurar la valiosa colaboracion de los servicios
quirargicos, éstos han de ser concientes de su imprescin-
dible papel en el desarrollo de estos bancos; para ello
deben comprender que son no solo proveedores necesa-
rios, sino posibles beneficiarios del uso de este material
para la investigacion en sus propios proyectos. A ello ha
de afadirse el cada vez mas probable uso de las mues-
tras de los BT para el beneficio diagndstico o terapéutico
de los pacientes que, con el desarrollo de nuevas técni-
cas de analisis, puedan necesitar retrospectivamente el
estudio de sus tejidos congelados.
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