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Proyecto: Biomarcadores y perfiles clinicos personalizados en la EPOC
(BIOMEPOC)

ADDENDUM 1 Procesamiento de las Muestras Sanguineas

Se extraeran 50 ml de sangre en cada paciente por puncion de la vena basilar, cuidando evitar
cualquier contacto con la piel para evitar la contaminacion del RNA. Dicha sangre se fraccionara
en 4 porciones (ver figura al final del documento):

1) 5 ml en un tubo para analisis del hemograma

2) 20 ml para obtencion de plasma (resultante, unos 10 ml)

3) 10 ml para obtencion de suero (resultante, unos 5-6 ml)

4) 10 ml de sangre total, sin procesamiento adicional, para analisis de RNA
Hay un margen de 5 ml hasta sumar los 50 ml extraidos

Tubos de Hemograma y de Plasma (se trata del tubo de tapon morado-lavanda, BD Vacutainer
EDTA K2. ref. 368861). Tras la extraccion, la sangre se colocara en los tres tubos (5 ml en el tubo
del hemograma y 10 ml en cada uno de los dos tubos que serviran para la obtencion de plasma).
Los tubos se agitaran suavemente (giro manual) por 1 minuto.

El analisis del hemograma se realizara en el laboratorio del centro extractor (como servicio
concertado), en las 3 horas siguientes a la extraccion.

Preparacion del Plasma (mayoria de biomarcadores por técnicas convencionales, protedmica y
metaboldmica)

Los 20 ml destinados a la obtencion de plasma estardn divididos en 2 tubos de 10 ml cada uno.
Dichos tubos e centrifugardn a 1500g por 15 minutos. Se obtendrdn asi 5 ml de plasma por cada
tubo (10 ml en total).

A continuacion se tomara el plasma con una pipeta (cuidando de no mezclarlo con la fase celular)
y se alicuotara en 8-10 crioviales de 0,5 ml. Se rotulard y congelara inmediatamente a -80° C
hasta su procesamiento definitivo.

Preparacion del Suero (determinaciones bioquimicas y alguna de las técnicas convencionales)
Los 10 ml destinados a la obtencién de suero se colocaran en un tubo de bioquimica de dicha
capacidad (tapon rojo, BD 366468, Bioquimica SST Il, con gel separador). Este se agitara a
continuacién con suavidad y se dejara reposar por 30 minutos a temperatura ambiente. Se
centrifugard entonces a 1500 g por 15 minutos mas, y se separaran las fases (suero, zona
intermedia gelatinosa y fase celular). Finalmente, el suero (5-6 ml aproximadamente), obtenido
con una pipeta y cuidando de no mezclarlo con las otras fases, se colocara en 4-5 crioviales, que
inmediatamente se rotularan y congelaran a -80° C hasta su procesamiento.

Preparacion para analisis del RNA
Los 10 ml de sangre correspondientes a esta fraccion se colocardn en tres tubos (Tempus Blood

RNA tube, Vacuette, Applied Biosystems. P/N 4342792; L/N A1108014), que se agitaran
vigorosamente o en el vortex durante 10 segundos (esencial para la estabilizacion de la muestra).
A continuacion se rotulard y congelard a —80° C.

IMPORTANTE NO DESCUIDAR LA ADECUADA ROTULACION DE LOS TUBOS ANTES
DE CONGELAR (c6digo del paciente y fecha de extraccion)



