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DESCRIPCION
Métodos y composiciones para extraccion y almacenamiento de acidos nucleicos
Campo

La invencion se refiere a sustratos soélidos y métodos para extraccion y estabilizacion ambiental de acidos nucleicos a
partir de una muestra biolégica en un formato seco. Se describen también métodos para recoger, extraer, preservar,
y recuperar acidos nucleicos a partir del sustrato solido seco.

Antecedentes

La preservacion de la integridad estructural y funcional de las biomoléculas durante el aislamiento o purificacion de
una muestra bioldgica es esencial para diversas aplicaciones situadas aguas abajo. Las aplicaciones de aguas abajo
de biomoléculas purificadas pueden incluir aplicaciones de deteccion de analitos, de sensibilizacion, forenses,
diagnésticas o terapéuticas, secuenciacién, amplificacion, y analogas. El éxito de estas aplicaciones de aguas abajo
puede depender del mantenimiento de la estructura integral y funcién de biomoléculas diana. Diversos factores, tales
como temperatura, presion, pH, hidrélisis quimica o enzimatica, o la presencia de contaminantes pueden causar
degradacion de biomoléculas tales como DNA, RNA o proteinas.

El RNA es una de las biomoléculas mas inestables debido a autohidrélisis quimica y degradacion mediada por
enzimas. La extraccién y estabilizacién del RNA derivado de una muestra bioldgica es sensible a numerosos factores
ambientales que incluyen, pero sin limitacion, el tampdn utilizado para extraer o recoger el RNA, pH de la solucién,
temperatura, y particularmente la presencia ubicua de ribonucleasas (RNasas) fuertes. EIl RNA se almacena
tipicamente bajo refrigeracion (v.g. 4°C, -20°C, o -80°C) en formas tanto purificadas como no purificadas para prevenir
la hidrélisis y degradacion enzimatica y preservar asi la integridad de la muestra de RNA. Los métodos y articulos para
extraccion y estabilizacién del RNA a las temperaturas del ambiente son deseables a fin de evitar los costes y
requerimientos de espacio asociados con la refrigeracion para mantenimiento de la integridad de las muestras de
RNA.

Las metodologias actuales para estabilizacion del RNA a la temperatura ambiente han puesto el foco en la
desactivacion de las RNasas en exceso de soluciones liquidas de, por ejemplo, detergentes, compuestos caotropicos,
agentes reductores, metales de transicion, disolventes organicos, agentes quelantes, proteasas, inhibidores peptidicos
de RNasas y anticuerpos anti-RNasas. Esfuerzos adicionales se han enfocado en la modificacion quimica del RNA
para restringir la trans-esterificacion y la autohidrélisis. Las tecnologias de estado seco que reivindican la recogida y
preservacion con éxito del RNA en formatos secos requieren tipicamente que el RNA se “pre-purifique” y se concentre
partir de una muestra antes del almacenamiento del RNA. Otras tecnologias de estado seco para la preservacion de
RNA en formatos secos requieren medios de secado adicionales (v.g. flujo de aire forzado, liofilizacién, o tratamiento
térmico). Estos métodos, por tanto, no conducen a la recogida directa del RNA a partir de una muestra (v.g., una
muestra biolégica) sin procesamiento importante de la muestra.

Conforme a ello, se necesitan composiciones y métodos que hagan posible la extraccion y estabilizacion de RNA en
estado seco a partir de una muestra biolédgica en las condiciones ambientales en un proceso de un solo paso. Ademas,
es sumamente deseable la capacidad de almacenar una muestra biolégica secada durante un periodo sustancial a la
temperatura ambiente y recuperar después de ello el RNA intacto para andlisis ulterior.

Descripcion breve

Una realizacién de una matriz sélida comprende al menos un desnaturalizante de proteinas, y al menos un acido o
reactivo tampdén valorado con &cido impregnado en ella en estado seco; en donde la matriz estd configurada para
proporcionar un pH &cido por hidratacion, extraer los acidos nucleicos de una muestra y preservar los acidos nucleicos
en un estado sustancialmente seco a la temperatura ambiente.

En otra realizacion, una matriz de extraccién de RNA comprende una desnaturalizante de proteinas que comprende
un agente caotrdpico, un detergente o combinacién de los mismos; y un acido o reactivo tampén valorado con acido
impregnado en ella en estado seco, en donde la matriz es un material seco poroso e insoluble configurado para
proporcionar un pH entre 3 y 6 después de hidratacién para extraccion del RNA y estabilizacion del RNA extraido con
un Numero de Integridad del RNA (RIN) de al menos 4.

En una realizacién, una matriz de extraccién de RNA comprende un desnaturalizante de proteinas que comprende un
agente caotrdpico, un detergente o combinacién de los mismos; un acido o reactivo tampon valorado con acido; y un
inhibidor de RNasas que comprende una sal trifosfato o sal pirofosfato impregnada en él en estado seco, en donde la
matriz comprende un material seco poroso e insoluble configurado para proporcionar un pH entre 3 y 6 después de
hidratacién y estabilizar el RNA con un Numero de Integridad del RNA (RIN) de al menos 4.

Un ejemplo de un método para extraccién y almacenamiento de acidos nucleicos a partir de una muestra comprende
los pasos de proporcionar la muestra a una matriz sélida seca que comprende una desnaturalizante de proteinas y un
acido o reactivo tamp6n valorado con acido; generar un pH acido después de hidratacion para extraccion de los acidos
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nucleicos de la muestra; secado de la matriz que comprende los acidos nucleicos extraidos; y almacenamiento de los
acidos nucleicos extraidos en la matriz en un estado sustancialmente seco a la temperatura ambiente.

Dibujos

Estas y otras caracteristicas, aspectos, y ventajas de la presente invencién se comprenderan mejor cuando la
descripcion detallada que sigue se lea con referencia a los dibujos que se acomparian, en los cuales caracteres iguales
representan partes iguales a todo lo largo de los dibujos, en donde:

FIG. 1 es un perfil de NMR P3' que muestra la oxidacion de Tris(2-carboxietil)fosfina (TCEP) y preparacion de Oxido
de TCEP (TCEP-O).

FIG. 2 muestra un grafico de barras derivado de un ensayo colorimétrico con &cido 5,5’-ditiobis-(2-nitrobenzoico)
(DTNB) para actividad reductora de TCEP y TCEP-O en muestras de celulosa.

FIG. 3 muestra Numeros de Integridad del RNA (RIN) para manchas de sangre secas recogidas sobre papel de
celulosa tratado quimicamente que contiene TCEP y TCEP-O.

FIG. 4 muestra Nimeros de Integridad del RNA (RIN) para manchas de sangre secas recogidas sobre diversas
matrices de celulosa tratadas quimicamente y almacenadas a la temperatura ambiente durante 5, 6, o 12 dias antes
del andlisis del RNA en un Bioanalizador Agilent 2100.

Descripcion detallada

Las realizaciones de la presente invencion proporcionan matrices y métodos adecuados para extraccion vy
preservacion ambiental de acidos nucleicos, tales como RNA. Es de conocimiento general que el RNA es una molécula
inestable que es dificil de preservar en forma intacta. Una o mas realizaciones de la invencion se refieren a una matriz
de extraccion de acido nucleico, en donde la matriz esta configurada para recoger, extraer y almacenar acidos
nucleicos a partir de una muestra bioldgica durante un periodo prolongado en un solo paso de proceso, seguido por
uso en diversas aplicaciones. La matriz esta configurada para almacenar acidos nucleicos en un estado
sustancialmente seco a la temperatura ambiente y retener sustancialmente la integridad de los acidos nucleicos.

Para describir con mayor claridad y concisamente la materia que constituya el objeto de la invencién que se reivindica,
se proporcionan las definiciones siguientes para términos especificos, que se utilizan en la descripcion siguiente y las
reivindicaciones adjuntas. A lo largo de la memoria descriptiva, la ejemplificacion de términos especificos deberia
considerarse como ejemplos no limitantes.

Las formas singulares “un”, “uno” y “el/la” incluyendo los plurales correspondientes a no ser que el contexto dicte
claramente otra cosa. El lenguaje aproximativo, como se utiliza aqui a lo largo de la memoria descriptiva y las
reivindicaciones, puede aplicarse para modificar cualquier representacidon cuantitativa que pudiera variar
permisiblemente sin dar como resultado un cambio en la funcién basica a la que se hace referencia. de acuerdo con
ello, un valor modificado por un término tal como “aproximadamente” no debe considerarse limitado al valor preciso
especificado. En algunos casos, el lenguaje aproximativo puede corresponder a la precisién de un instrumento para
la medida del valor. En caso necesario, se han proporcionado intervalos, y tales intervalos son inclusivos de todos los
sub-intervalos entre ellos.

La expresion “acido nucleico” a la que se hace referencia en esta memoria comprende todas las formas de RNA (v.g.,
mRNA, miRNA, rRNA, tRNA, piRNA, ncRNA), DNA (v.g. DNA genémico, mtDNA), asi como moléculas de
RNA y DNA recombinante o analogos de DNA o RNA generados utilizando analogos nucleotidicos. Los acidos
nucleicos pueden ser monocatenarios o bicatenarios. Los acidos nucleicos pueden incluir las cadenas
codificantes o no codificantes. El término comprende también fragmentos de acidos nucleicos, tales como RNA
o DNA existente naturalmente que pueden recuperarse utilizando los métodos de extraccion descritos.
“Fragmento” se refiere a una porcion de un acido nucleico (v.g., RNA o DNA).

La expresion “muestra bioldgica” a la que se hace referencia en esta memoria incluye, pero no se limita a, sangre,
suelo, tejido, y saliva obtenida de cualquier organismo, con inclusién de un humano. Las muestras biolégicas pueden
ser obtenidas por un individuo que se esta sometiendo a un test de autodiagnéstico (v.g., monitorizaciéon de glucosa
en sangre) o por un profesional médico entrenado por una diversidad de técnicas que incluyen, por ejemplo, aspiracion
de sangre utilizando una aguja o raspado o frotis de un area particular, tal como una lesién en la piel de un paciente.
Métodos para la recogida de diversas muestras bioldgicas son bien conocidos en la técnica. El término “muestra”
incluye muestras bioldgicas como se definen anteriormente, pero incluye también, por ejemplo, células de cultivo de
tejidos y acidos nucleicos purificados.

La expresion “agentes reductores” a la que se hace referencia en esta memoria incluye cualquier especie quimica que
proporciona electrones a otra especie quimica. En la técnica se conocen una diversidad de agentes reductores.
Agentes reductores ilustrativos incluyen ditiotreitol (DTT), 2-mercaptoetanol (2-ME), y tris(2-carboxietil) fosfina (TCEP).
Ademas, puede utilizarse cualquier combinacién de estos u otros agentes reductores. En realizaciones particulares,
el agente reductor es TCEP.
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El término “tampo6n” como se utiliza en esta memoria incluye, por ejemplo, 2-amino-2-hidroximetil-propano-1,3-diol
(Tris), acido 2-(N-morfolino) etanosulfénico (MES), acido 3-(N-morfolino) propanosulfénico (MOPS), tampones citrato,
acido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazinaetanosulfénico (HEPES), y tampones fosfato. Esta lista de tampones potenciales se
da Unicamente para propdsitos ilustrativos. El pH del tampon seleccionado para uso en las composiciones y métodos
descritos en esta memoria esta valorado tipicamente con acido en el intervalo de 3 a 6.

Una o més realizaciones de una matriz sélida comprenden al menos un desnaturalizante de proteinas y al menos un
acido o reactivo tampon valorado con acido impregnado en un estado seco en ella, en donde la matriz esta configurada
para proporcionar un pH &cido después de hidratacion. La matriz estd configurada también para extraer acidos
nucleicos de una muestra y preservar los acidos nucleicos en un estado sustancialmente seco a la temperatura
ambiente. Como se utiliza en esta memoria, la expresion “estado sustancialmente seco” se refiere a secado ulterior
de la muestra a fin de que tenga un contenido de agua aproximadamente inferior a 2%.

Las matrices soélidas para la extraccién y almacenamiento de acidos nucleicos de una muestra comprenden al menos
un acido o tampon valorado con &cido y un desnaturalizante de proteinas en estado seco. El término “matriz” se utiliza
intercambiablemente en esta memoria como “matriz de extraccion”. La expresion “matriz sélida” como se utiliza en
esta memoria se refiere a una matriz insoluble. La matriz hace posible la recogida, extraccion y almacenamiento de
acidos nucleicos sin solubilizacién del material matriz. La matriz sélida incluye, pero no se limita a, materiales tales
como celulosa, acetato de celulosa, nitrocelulosa, fibras de vidrio o combinaciones de los mismos. La “Incorporacion”
de las composiciones en la matriz incluye, pero no se limita al procedimiento de “bafio” descrito mas adelante. En
algunas realizaciones, tales métodos implican la incorporacion de la composicién en la matriz sélida seca. Después
de la incorporacion de la composicién en la matriz sélida seca, la matriz s6lida se seca utilizando cualquier método
apropiado.

Como se ha indicado, la matriz sélida comprende la composicién en un estado seco y preserva también los acidos
nucleicos extraidos en condiciones secas. El uso de una matriz sélida seca para extracciéon y almacenamiento es
ventajoso sobre la extraccion en base liquida, debido a que la matriz seca asegura una diluciéon volumétrica minima
de la muestra aplicada a la matriz. Una persona con experiencia en la técnica apreciaria que la extraccion en base
liquida diluye la concentracion de la muestra en un volumen excesivo de reactivo estabilizador. El uso de matriz sélida
seca para la recogida, extraccion, y preservacion de una muestra mantiene la concentracion de la muestra y elimina
problemas, tales como degradacion de la muestra, que estan relacionados con una dilucion inadecuada de la muestra
en un conservante liquido. Adicionalmente, la matriz sélida comprende una composicion fija de los reactivos secos, lo
que hace posible la extraccion eficiente de los acidos nucleicos, tales como RNA, después de hidratacion, seguida por
estabilizacion del RNA extraido a la temperatura ambiente.

Las expresiones “condicién ambiente” o “temperatura ambiente” se utilizan intercambiablemente de aqui en adelante.
Como se utiliza en esta memoria, la expresion “temperatura ambiente” se refiere a una temperatura comprendida en
un intervalo entre 0°C y 60°C. En una o mas realizaciones, la temperatura ambiente es la temperatura de la sala. En
algunas realizaciones, la matriz esta configurada para almacenar o preservar acidos nucleicos a la temperatura
ambiente en estado seco.

Como se ha indicado, la matriz s6lida esta configurada para almacenar o preservar acidos nucleicos en estado seco
durante un periodo prolongado. La expresién “configurada a” o “configurada para” se emplea en esta memoria como
la estructura o composicion de la matriz que hace posible que la matriz extraiga y almacene acidos nucleicos durante
periodos de tiempo a la temperatura ambiente. Los términos “almacenamiento” o “preservacion” pueden utilizarse
intercambiablemente en esta memoria con respecto al mantenimiento de los &cidos nucleicos extraidos en un formato
adecuado para analisis ulterior. Mas especificamente, los acidos nucleicos pueden almacenarse o preservarse en una
matriz de extraccion de acido nucleico sélida, en donde la matriz asegura el mantenimiento de la integridad de las
moléculas.

En algunas realizaciones, la matriz de extraccion de acido nucleico es una matriz de extraccién en fase sélida. Una
matriz, en la que se utiliza el método de extraccién en fase sélida, se define en esta memoria como una matriz de
extraccion en fase sdlida. La tecnologia de extraccion en fase sélida (SPE) ha sido apalancada para reducir los tiempos
de extraccién de acidos nucleicos de alta pureza para secuenciacion y otras aplicaciones. La extraccién en fase sélida
es un método de extraccion que utiliza una fase sélida y una fase liquida para aislar una o0 mas moléculas del mismo
tipo, o tipos diferentes, a partir de un material. La matriz de extraccion en fase sélida se utiliza, por ejemplo, para
purificar una muestra aguas arriba de un método cromatografico u otro método analitico, ejemplo de tono del método
comprende cargar una muestra (v.g. una muestra biolégica) en la matriz de extraccién en fase soélida, almacenar la
matriz a la temperatura ambiente para conseguir un estado sustancialmente seco, y rehidratar la matriz con un tampon
adecuado para extraer diferencialmente el RNA de la matriz.

El término “extraccién” se refiere a cualquier método para separacion o aislamiento de los acidos nucleicos de una
muestra, mas particularmente de una muestra bioldgica. Los &cidos nucleicos tales como RNA y DNA pueden
liberarse, por ejemplo, por lisis celular. En una realizacion, los &cidos nucleicos pueden liberarse durante lisis celular
evaporativa. En otra realizacion, las células se lisan por contacto con la matriz que comprende reactivos de lisis celular.
El contacto de una muestra bioldgica que comprende células con la matriz da como resultado la lisis celular que libera
los &cidos nucleicos, por ejemplo, por utilizacion de papeles de celulosa FTA™ Elute.
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La matriz sélida puede ser porosa. En una realizacién, la matriz sé6lida es un papel de celulosa poroso, tal como una
matriz de celulosa de Whatman™. En un ejemplo, la matriz celulosa de Whatman™ comprende 903-celulosa, FTA™
oFTA™ Elute.

En uno o mas ejemplos, la matriz de extraccion esta impregnada con uno o mas reactivos. Como se ha indicado,
en una realizacion ilustrativa, la matriz comprende uno o mas desnaturalizantes de proteinas impregnado(s) en
estado seco. En una realizacion, la matriz comprende adicionalmente uno o mas acidos o reactivos tampdn
valorados con acido. En otra realizacién, la matriz comprende ademas uno o mas agentes reductores. En algunas
realizaciones, los reactivos impregnados comprenden reactivos de lisis, reactivos estabilizadores de &cidos
nucleicos, productos quimicos de almacenamiento de acidos nucleicos y combinaciones de los mismos.

En algunas realizaciones, los reactivos secados impregnados en la matriz se hidratan por adiciéon de un tampdén,
agua o una muestra. En una realizacion, los reactivos secados impregnados son hidratados por una muestra,
mas especificamente una muestra bioldgica, que esta dispuesta en la matriz para extracciéon o almacenamiento
de acidos nucleicos. En algunas otras realizaciones, ademas de una muestra, se afade agua o tampén para
hidratar la matriz y reconstituir o activar los reactivos empapados en la matriz. En algunas realizaciones, la
hidratacién de la matriz genera un pH &cido en la matriz. En algunas realizaciones, la hidratacién da
adicionalmente como resultado la reconstitucién de los reactivos, tales como desnaturalizante de proteinas, acido
o reactivos tampon valorados con &cido que estan presentes en forma seca en la matriz.

En una o mas realizaciones, la matriz comprende un desnaturalizante de proteinas. El desnaturalizante de
proteinas puede comprender un agente caotropico o detergente. Sin pretender quedar limitados a un
desnaturalizante particular, los desnaturalizantes de proteinas pueden clasificarse como desnaturalizantes
débiles o desnaturalizantes fuertes dependiendo de sus propiedades biofisicas y su capacidad para inhibir
completamente la actividad de las enzimas biologicas (v.g. RNasas). En algunas realizaciones, los
desnaturalizantes de proteinas débiles (v.g. detergentes) pueden utilizarse para la lisis celular e interrupcion de
las interacciones proteina-proteina sin desnaturalizar los acidos nucleicos. En realizaciones adicionales, el uso
de desnaturalizantes fuertes de las proteinas (v.g. sales caotrdpicas) puede desnaturalizar también la estructura
secundaria de los &cidos nucleicos ademas de desnaturalizar células y proteinas. En la técnica se conocen
numerosos desnaturalizantes de proteinas y pueden seleccionarse para uso en las composiciones y métodos
descritos en esta memoria. Sin pretender quedar limitados a un desnaturalizante de proteinas particular,
desnaturalizantes de proteinas llustrativos incluyen tiocianato de guanidinio, hidrocloruro de guanidinio,
tiocianato de sodio, tiocianato de potasio, arginina, dodecilsulfato de sodio (SDS), urea o una combinacién de
los mismos. Detergentes ilustrativos pueden clasificarse como detergentes i6nicos, detergentes no iénicos, o
detergentes de ion dipolar. El detergente iénico puede comprender detergente anidénico tal como dodecilsulfato
de sodio (SDS) o detergente catidnico, tal como bromuro de etil-trimetil-amonio. Ejemplos no limitantes de
detergentes no idnicos para lisis celular incluyen Triton X-100, NP-40, Brij 35, Tween 20, octil-glucésido, octil-
tiogluc6sido o digitonina. Algunos detergentes de ion dipolar pueden incluir 1-propanesulfonato de 3-[(3-
colamidopropil) dimetilamonio] (CHAPS) y 1-propanesulfonato de 3-[(3-colamidopropil) dimetilamonio]-2-hidroxi-
(CHAPSO).

En una o mas realizaciones, el desnaturalizante de proteinas comprende una sal tiocianato. Una o mas realizaciones
de la matriz comprenden una sal tiocianato valorada con acido impregnada en estado seco. Sales tiocianato ilustrativas
incluyen, pero no se limitan a, tiocianato de guanidinio, tiocianato de sodio, tiocianato de potasio o combinaciones de
los mismos.

La matriz de extraccién mantiene la estabilidad e integridad del RNA a un nivel deseado después de la extraccion del
RNA de una muestra bioldgica. En una realizacién, la matriz estd impregnada con reactivos estabilizadores de acido
nucleico. Estos reactivos estabilizadores pueden incluir inhibidores de RNasas, tampoén valorado con acido, o agentes
quelantes (v.g. EDTA). La composicion puede comprender adicionalmente un inhibidor ultravioleta (UV) o un agente
eliminador de radicales libres.

Como se ha indicado, la matriz comprende adicionalmente un inhibidor de RNasas, en donde el inhibidor de RNasas
comprende complejo de vanadil-ribonucleésido (VRC), un analogo de nucleétido, o un inhibidor de RNasas disponible
comercialmente (v.g., SUPERase-In™). El inhibidor de RNasas puede comprender adicionalmente compuestos
pirofosfato. En una realizacién, puede utilizarse pirofosfato de sodio dibasico como inhibidor de RNasas. Una o mas
realizaciones del inhibidor de RNasas pueden comprender adicionalmente sales trifosfato, tales como trifosfato de
sodio. En un ejemplo, la adicién de pirofosfato de sodio al tampén valorado con acido mejora la estabilidad del RNA
en ambos formatos de estado liquido y secos.

Realizaciones de la matriz comprenden reactivos tampon acidos o valorados con acido en estado seco, que pueden
rehidratarse durante la extraccién de los acidos nucleicos. Ejemplos del acido incluyen, pero no se limitan a, acido
acético, acido citrico, acido tartarico, acido fosférico, acido clorhidrico, Tris(2-carboxietil) fosfina-acido clorhidrico
(TCEP-HCI), Tris(2-carboxietil)fosfina-acido clorhidrico oxidado (TCEP-O-HCI), &cido sulfurico, acido nitrico, acido
vainillinico, acido 3-(N-morfolino) propanosulfonico, o combinaciones de los mismos. Como se ha indicado, la matriz
proporciona un pH acido después de hidratacion, que extrae y estabiliza los acidos nucleicos extraidos, en donde la
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hidratacién puede lograrse por adicién de una muestra, agua o cualquier otra solucion (v.g., una solucion tampodn).
Una o mas realizaciones de la matriz proporcionan un pH en un intervalo de 3-6 por hidratacion.

Los acidos nucleicos extraidos, particularmente RNA, se estabilizan en condicion acida, como se muestra en la Tabla
IV. En una realizacién, el tampén valorado con acido comprende tiocianato de guanidina. A pH acido de 3 a 6, una
mezcla en estado seco de tiocianato de guanidina y pirofosfato de sodio en el campo acido sobre una matriz sélida
seca estabiliza RNA de alta calidad en manchas de sangre secas a la temperatura ambiente. Como se muestra por el
registro RIN en FIG. 4. En una realizacién, el tamp6n valorado con acido comprende tiocianato de guanidina, en donde
a pH éacido de 3 a 6, la presencia de trifosfato de sodio en una matriz sélida seca estabiliza RNA de alta calidad, como
se muestra en FIG. 4 por el registro RIN.

Como se ha indicado, en algunas realizaciones, la matriz comprende adicionalmente un protector UV, un agente
eliminador de radicales libres, un quelante o combinaciones de los mismos. Sin pretender quedar limitados a ningdn
protector UV especifico, antioxidantes ilustrativos incluyen, por ejemplo, hidroquinona-monometil-éter (MEHQ),
hidroquinona (HQ), toluhidroquinona (THQ), y acido ascérbico. En algunas realizaciones, el Antioxidante es THQ.

En algunas realizaciones, la matriz comprende adicionalmente al menos un agente reductor, en donde el agente
reductor se selecciona del grupo que consiste en ditiotreitol (DTT), 2-mercaptoetanol (2-ME), Tris(2-carboxietil) fosfina
(TCEP) y combinaciones de los mismos.

Los &cidos nucleicos extraidos comprenden acidos ribonucleicos (RNA), acidos desoxirribonucleicos (DNA) o una
combinacion de los mismos. En una realizacién, los &cidos nucleicos extraidos comprenden RNA. El RNA puede ser
mRNA, tRNA, rRNA, RNA pequerio, siRNA, miRNA, RNA no codificante, RNA animal, RNA vegetal, RNA viral
o RNA bacteriano.

La matriz esta configurada para almacenar acidos nucleicos en un formato seco a la temperatura ambiente en
condicion sustancialmente intacta. La condicion del RNA se refiere a la calidad del RNA o integridad del RNA.
La estabilidad y calidad del RNA pueden evaluarse sobre la base de: amplificacion cuantitativa por RT-PCR de
dianas de mRNA; la ratio de RNA ribosémico (rRNA) 28s:18s, que tiene en cuenta la mayor parte del total del
RNA celular, y el anélisis RIN en un Bioanalizador Agilent 2100. Como se ha indicado, la calidad del RNA se
determina como una ratio de valores de intensidad de RNA ribosémico 28S y 18S, donde la ratio se calcula
obteniendo la intensidad de rRNA 28S y 18S por electroforesis en gel del rRNA extraido, seguida por tincién con
bromuro de etidio. EI RNA celular de alta calidad exhibe generalmente una ratio de rRNA 28s: 18s mayor que 1.
Ademas, el RNA celular de alta calidad soporta una amplificacion eficiente de mRNAs tanto de abundancia
escasa como grande (v.g., mayor que 1 kB). Para propositos de conveniencia, se utilizan frecuentemente la
intensidad de sefal de rRNA y la ratio de rRNA 28s: 18s a fin de clasificar e identificar rapidamente muestras
con propiedades de almacenamiento de RNA fuertes por electroforesis en gel.

Como se ha indicado, en una realizacidn, la calidad del RNA se determina por electroforesis capilar del RNA extraido
mediante un bioanalizador. Como es habitual, la calidad del RNA se cuantifica como un RIN, donde el RIN se calcula
por una evaluacién algoritmica de las cantidades de diversos RNAs presentes en el RNA extraido. EI RNA celular de
alta calidad exhibe generalmente un valor RIN que se aproxima a 10. En una o mas realizaciones, el RNA extraido de
la matriz seca tiene un valor RIN de al menos 4. En algunas realizaciones, la matriz proporciona extraccién y
estabilizacion ambiente de una biomuestra y produce RNA intacto de alta calidad con un valor RIN comprendido en
un intervalo de 4 a 10, o en una realizacién, el valor RIN esta dentro de un intervalo de 5 a 8.

Un ejemplo de un método para extraccion y almacenamiento de &cidos nucleicos de una muestra comprende los pasos
de proporcionar la muestra sobre una matriz sélida que comprende un desnaturalizante de proteinas y acido o reactivo
tampon valorado con acido, que genera un pH &cido para extraccion de los acidos nucleicos de la muestra después
de hidratacion de la matriz sélida con la muestra o cualquier liquido afadido externamente, secado de la matriz que
comprende los acidos nucleicos extraidos, y almacenamiento de los acidos nucleicos extraidos sobre la matriz en un
estado sustancialmente seco a la temperatura ambiente. Ejemplos no limitantes de la expresion “proporcionar una
muestra” incluyen aplicar una muestra o disponer una muestra sobre la matriz de extraccion utilizando una pipeta,
catéter, jeringuilla o conducto. La muestra puede verterse sobre la matriz.

El método comprende almacenar los acidos nucleicos extraidos sobre la matriz en estado seco a la temperatura
ambiente. En algunas realizaciones, los acidos nucleicos pueden almacenarse durante un periodo de tiempo superior
a un mes. En algunas realizaciones, los acidos nucleicos pueden almacenarse durante un periodo de tiempo superior
a 6 meses. Dado que el RNA es generalmente propenso a degradacion, la extraccion y preservacion de RNA utilizando
la matriz es util y puede utilizarse adicionalmente para diversas aplicaciones aguas abajo.

Una o mas realizaciones del método comprenden la recuperacion de acidos nucleicos de la matriz por técnica de
extracciéon en fase sélida. En una o mas realizaciones, los &cidos nucleicos se recuperan de la matriz sélida por
rehidratacién de la matriz en una solucién acuosa, un tampon, o una solucion organica, y en la que los acidos nucleicos
se someten a analisis ulterior. Puede emplearse cualquier método que dé como resultado la extraccién de acidos
nucleicos, particularmente RNA de una muestra (v.g., una muestra biolégica no purificada). EI método delineado
anteriormente puede incluir opcionalmente un paso de lavado de la matriz antes de la recuperacion de los acidos
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nucleicos de la matriz sélida para andlisis ulterior. Por ejemplo, la matriz puede lavarse una o mas veces un tampon
adecuado o agua antes de la recuperacién de los acidos nucleicos. Los acidos nucleicos pueden recuperarse por
rehidratacién de la matriz sélida (v.g., papel de celulosa) en una solucién acuosa, una soluciéon tampén, como se ha
definido anteriormente, o una solucién organica. En algunas realizaciones, los acidos nucleicos se recuperan de la
matriz sélida por electroelucién.

En una realizacién, un método para extraccién y preservacion de los acidos nucleicos (v.g., RNA, DNA, o una
combinacion de los mismos) comprende los pasos de: proporcionar una matriz sélida, en la cual una composicion
comprende al menos un desnaturalizante de proteinas, un &cido o reactivo tampo6n valorado con &cido, y
opcionalmente un agente eliminador de radicales libres incorporado en la matriz sélida en un formato seco; aplicar una
muestra (v.g., una muestra biolégica) a la matriz sélida para extraer los acidos nucleicos a pH &cido; secar la matriz
solida; y almacenar los acidos nucleicos sobre la matriz sélida en un estado sustancialmente seco a la temperatura
ambiente.

En ciertos ejemplos del método, la matriz permite el almacenamiento de acidos nucleicos, particularmente RNA que,
como es sabido generalmente, es una biomolécula inestable al almacenamiento, en un formato seco (v.g., sobre una
matriz sélida) a las temperaturas del ambiente. Las muestras utilizadas en este método incluyen, pero no se limitan a,
muestras biol6gicas tales como sangre, suero, tejido, y saliva obtenidas de cualquier organismo, con inclusiéon de un
humano.

Ejemplo

Reactivos: 31-ETF era de GE Healthcare. TCEP era de Soltec Bio Science (Beverly MA, USA), MOPS se adquirié
de Aldrich (MO, USA).

Ejemplo 1. Preparacion de TCEP-O por oxidacion de TCEP

Se oxidé6 TCEP a TCEP-O para analizar la contribucién de la actividad reductora a la preservacion del RNA en
biomuestras secas. Se disolvié aproximadamente 1 g de TCEP en 25 mL de peréxido de hidrégeno al 30% y se ajustod
el pH de la solucién a 8,0 utilizando hidréxido de sodio. La mezcla de reaccién se incub6 durante 3 horas para
completar la reaccidn de oxidacién y los productos se secaron en una estufa para andlisis subsiguiente. La NMR P3!
confirmé la pérdida de TCEP en el producto de la reaccion con relacion a un TCEP de referencia. Esta reaccion de
oxidacion se repitié en presencia del antioxidante THQ con resultados similares. Los resultados se indican en FIG. 1.

Ejemplo 2. Confirmacion de la pérdida de actividad reductora en matrices secas recubiertas con TCEP-O

Se prepararon muestras de papel en soluciones que contenian TCEP o TCEP-O utilizando un proceso de
recubrimiento simple por bafio. Resumidamente, las soluciones de recubrimiento se prepararon como se describe en
la Tabla I. Dado que la muestra de control, 25-1, daba como resultado una solucion final que tenia pH de 3,5, todas
las muestras restantes se ajustaron a pH 3,5 con HCI. Se sumergi6 papel de celulosa 31-ETF en cada solucion de
recubrimiento, y después de la saturacion completa, el papel se paso a través de un rodillo de presion para eliminar el
exceso de solucion. Las muestras de papel se secaron luego en una estufa, se empaquetaron en bolsas de lamina
delgada Mylar con desecante, y se guardaron a 4°C hasta su utilizacion.

Tabla I. Preparacion de las muestras de papel que contenian TCEP o TCEP-O

Muestra MOPS GuSCN TCEP TCEP-O THQ Proceso
(mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) | (mg/mL) | (mg/mL)
25-1 20 300 10 5 Preparar tampén MOPS de pH 7,
afnadir los restantes
componentes; el pH final es 3,5
25-3 20 300 10 5 Preparar tampén MOPS de pH 7,
afadir los restantes
componentes; ajustar el pH a 3,5
27-5 300 10 Disolver GuSCN y TCEP en agua, y
ajustar el pH a 3,5 con HCI
27-6 300 10 Disolver GuSCN y TCEP-O en
agua, y ajustar el pH a 3,5 con HCI

Después de la preparacion de la muestra, se analiz6 la actividad reductora del papel utilizando un ensayo colorimétrico
con DTNB. Se prepar6 una solucion de trabajo de DTNB 1 mM en PBS a partir de una solucién stock 2,5 mM en agua.
Se extrajeron con punzén testigos de muestra (de 3 mm de didmetro) de cada papel descrito en la Tabla I, se
sumergieron en 5 ml de la solucién de trabajo de DTNB, y se agitaron mediante sacudidas durante 30 minutos. Se
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midié luego el TNB (acido tiobis-2-nitrobenzoico) en las soluciones resultantes por absorbancia UV a 412 nm,
presentandose los resultados en FIG. 2. Las muestras 25-3 y 27-6, que contenian TCEP-O, no mostraban reduccién
alguna de DTNB a TNB, lo que indicaba pérdida de poder reductor. Las muestras 25-1 y 27-5 que contenian TCEP
mostraban actividad reductora fuerte por conversién de DTNB en TNB utilizando el ensayo colorimétrico de DTNB.
Estos resultados confirmaban los analisis MMR anteriores en el Ejemplo 1.

Ejemplo 3. Anadlisis de Estabilidad del RNA a partir de Manchas de sangre Secas

Las muestras del Ejemplo 2, descritas en la Tabla |, se aplicaron en forma de mancha con sangre entera y se
ensayaron en cuanto a la capacidad de estabilizar el RNA a la temperatura ambiente. Se recogieron 50 uL de sangre
entera de rata de la vena de la cola de un animal de test y se aplicaron en forma de mancha sobre las muestras 25-1,
25-3,27-5,y 27-6. Las manchas de sangre se secaron al aire y se guardaron a la temperatura ambiente de la sala
bajo humedad controlada (~20% RH) durante 5 dias (25-1, 25-3) o 12 dias (27-5, 27-6). Se extrajo el RNA de un
testigo central de 7 mm extraido con punzén, utilizando tampén de lisis RLT (Qiagen) reforzado con beta-
mercaptoetanol y se purificé utilizando columnas rotativas convencionales de membrana de silice conforme a
protocolos conocidos en la técnica (v.g. Kit de sangre Qiagen QlAamp RNA). ElI RNA purificado se eluy6 de las
columnas rotativas con agua exenta de nucleasas, y se midi6 el RIN para cada una de las muestras en un
Bioanalizador Agilent 2100 utilizando Pico Lab Chips RNA 6000. Por convencion, RIN > 6 es indicativo de RNA de alta
calidad y es sumamente deseable para andlisis cuantitativos aguas abajo tales como RT-PCR o aplicaciones de
microrredes.

Como se ha indicado, el valor RIN se determiné mediante un Bioanalizador Agilent 2100 utilizando Pico Lab Chips
RNA 6000 para cada composicion incluida en la Tabla 1, y los datos se muestran en FIG. 3. Inesperadamente, las
muestras que contenian TCEP-O proporcionaban una integridad del RNA comparable a las que contenian TCEP. Los
registros RIN eran sélo ligeramente mayores en presencia de TCEP (muestras 25-1, 27-5) que el de TCEP totalmente
oxidado (muestras 25-3,27-6). Este fendbmeno puede ser dependiente del pH acido, dado que todas las muestras se
prepararon a partir de soluciones de recubrimiento valoradas a un pH final de 3,5, a fin de reproducir el punto final de
pH natural de la formulacién de control, 25-1, que contenia TCEP-HCI.

Ejemplo 4. Preparacion de sustrato de quimicas alternativas con perfiles de pH &cido o basico

El Ejemplo 4 se disend para investigar los efectos de diferentes mezclas de &cido, antioxidante, sal caotrépica,
detergente, y sales pirofosfato o polifosfato a pH diferente de la solucién. Se prepararon muestras de papel utilizando
el proceso de recubrimiento por bafo simple descrito anteriormente. De manera resumida, se prepararon soluciones
de recubrimiento como se describe en la Tabla Il. Se sumergié papel de celulosa 31-ETF en cada solucién de
recubrimiento, y después de la saturacion completa el papel se pasé a través de un rodillo de presién para eliminar el
exceso de solucién. Las muestras de papel se secaron luego en una estufa y se empaquetaron en bolsas de lamina
delgada Mylar con desecante hasta su utilizacion.

Tabla II. Preparacion de las muestras de papel a perfiles de pH 4cido o basico: Acidos

Muestra | MOPS | GuSCN SDS Acido p- Acido Acido Acido Acido Acido Proceso
(mg/ml) | (mg/ml) | (mg/ml) | cumarico | vainillinico | acético | citrico | tartarico | fosférico
(mg/ml) (mg/ml) (mg/ml) | (mg/ml) | (mg/ml) | (mg/ml)

26-8 20 300 5.5 Preparar tampén de
MOPS de pH 7,0,
afadir los restantes
componentes, ajustar
el pH a 3,5 con HCI

26-7 20 300 3.5 Preparar tampén de
MOPS de pH 7,0,
afadir los restantes
componentes, ajustar
el pH a 3,5 con HCI

27-2 20 300 Preparar tampén de
MOPS de pH 7,0,
afadir los restantes
componentes, ajustar
el pH a 3,5 con HCI

28-9 20 20 5.5 Preparar tampén de
MOPS de pH 7,0,
afadir los restantes
componentes, ajustar
el pH a 3,5 con HCI
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27-8

300

5.5

Disolver GUSCN y
acido vainillinico en
agua, ajustar el pH a

3,5 con HCI

27-7

300

3.5

Disolver GUSCN y
acido p-cumarico en
agua, ajustar el pH a

3,5 con HCI

28-2

300

20

Disolver GUSCN y
acido acético en
agua, ajustar el pH a
3,5 con NaOH

28-5

300

20

Disolver GUSCN y
acido tartarico en
agua, ajustar el pH a
3,5 con NaOH

28-4

300

20

Disolver GUSCN y
acido citrico en agua,
ajustar el pH a 3,5
con NaOH

28-3

300

20

Disolver GUSCN y
acido fosférico en
agua, ajustar el pH a
3,5 con NaOH

Tabla lll. Preparacion de muestras de papel a perfiles de pH &cido o basico: Sales poli- y pirofosfato

Muestra

GuSCN (mg/ml)

NaSCN (mg/ml)

Trifosfato de sodio
(mg/ml)

Pirofosfato de sodio
(mg/ml)

Proceso

27-10

300

20

Disolver GuSCN y
trifosfato de sodio
en agua, ajustar el
pH a 3,5 con HCI

27-11

300

20

Disolver GuSCN y

pirofosfato de sodio
en agua, ajustar el
pH a 3,5 con HCI

26-11

300

20

Disolver GuSCN y
trifosfato de sodio
en agua, ajustar el
pH a 7,2 con HCI

26-12

300

20

Disolver GuSCN y

pirofosfato de sodio
en agua, ajustar el
pH a 7,2 con HCI

28-6

206

20

Disolver NaSCN y
trifosfato de sodio
en agua, ajustar el
pH a 3,5 con HCI

28-7

206

20

Disolver NaSCN y
trifosfato de sodio
en agua, ajustar el
pH a 7,2 con HCI

Ejemplo 5. Andlisis de Estabilidad del RNA a partir de Manchas de sangre Seca en Quimicas Alternativas

Las muestras del Ejemplo 4, descritas en Tabla Il y Tabla lll, se aplicaron en forma de mancha con sangre entera y se
ensayaron en cuanto a la capacidad de estabilizar el RNA a la temperatura ambiente. Se recogieron 50 uL de sangre
entera de rata de la vena de la cola de un animal de test y se aplicaron directamente en forma de mancha sobre las
muestras de papel. Las manchas de sangre se secaron y se guardaron a la temperatura ambiente, pero con humedad
controlada (~ 20% RH) durante 5, 6 6 12 dias. Se extrajo el RNA de un testigo central de 7 mm extraido con punzén
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en tampén de lisis y se purificd en columnas rotativas de membrana de silice conforme a protocolos conocidos en la
técnica. Después de purificacién y elucion, se midieron los valores RIN en un Bioanalizador Agilent 2100 utilizando
Pico Lab Chips RNA 6000. Un RIN > 6 implica RNA de alta calidad y deseable para andlisis cuantitativos aguas abajo
tales como RT-PCR o aplicaciones de microrredes.

Los resultados del Ejemplo 5 se exponen en FIG. 4. Se descubrié que la sal caotropica valorada con acido o las
composiciones detergentes producian RNA de calidad razonable a partir de manchas de sangre secas, aunque
algunas formulaciones son preferibles a otras basandose en el registro RIN. Por ejemplo, las muestras 28-2 y 28-5
contienen tiocianato de guanidinio (GuSCN) y exhibian valores RIN de 7,8 y 7,0 a pH 3,5 en acido acético y en acido
tartarico, respectivamente. Los valores RIN para &cido acético (7,8) y acido tartarico (7,0) son mayores que la misma
composicién en acido citrico (muestra 28-4, RIN 5,8) y acido fosférico (muestra 28-3, RIN 4,9) a pH 3,5. En particular,
la eficacia de las sales pirofosfato o trifosfato mostraba una dependencia clara del pH para estabilizacién del RNA en
presencia del agente caotrépico, proporcionando un pH acido global registros RIN muy altos. Formulaciones idénticas
valoradas a pH neutro daban como resultado una degradacién fuerte del RNA. Por ejemplo, las muestras 27-10 y 28-
6, recubiertas con tiocianato de guanidinio (GuSCN) o tiocianato de sodio (NaSCN) y trifosfato de sodio a pH 3,5,
exhibian valores RIN altos de 7,1 y 7,0, respectivamente, comparadas con las muestras 26-11 y 28-7, que contenian
los mismos reactivos a pH 7,2. Andlogamente, las muestras 27-11 y 26-12 contienen GuSCN y pirofosfato de sodio y
exhibian valores RIN de 6,7 a pH 3,5y 1,6 a pH 7,2 respectivamente. Generalmente se entiende que los restos
pirofosfato y trifosfato son inhibidores de molécula pequena de las RNasas, para los cuales no es intuitivo un
mecanismo de accién dependiente del pH en estados secos.

Ejemplo 6. Correlacion del comportamiento de RIN con el pH de matriz sélida

Los valores de pH de la matriz sélida utilizando las muestras del Ejemplo 1 (descritas en la Tabla 1), y el Ejemplo 4
(descritas en Tabla Il y Tabla Ill), se midieron y se compararon con la eficiencia biolégica RIN. Para medir el pH de la
matriz sélida, se extrajeron con punzén 9 testigos (redondos de 7 mm) de cada papel y se sumergieron en 1 mL de
agua. Los testigos se homogeneizaron en pasta papelera utilizando un homogeneizador de laboratorio de alta
cizalladura, y se determiné el pH de la fase acuosa con tiras de test de pH.

Los resultados del Ejemplo 6 se muestran en la Tabla IV. El pH de cada matriz s6lida seca se mantiene generalmente
respecto al pH original de la solucion, con la que se recubrieron las matrices sélidas, aunque algunas formulaciones
son preferibles a otras. Sin limitarse a una teoria particular, los resultados confirman que las matrices solidas que
tienen pH acido producen RNA de calidad razonable a partir de manchas de sangre secas, dado que los valores RIN
de las muestras de RNA derivadas de composiciones con pH acido son mayores que o iguales a 4 después de varios
dias de almacenamiento en las condiciones del ambiente.
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Tabla IV: Valores RIN para composiciones matriz diferentes a pH acido o basico y en las condiciones del ambiente

Caodigo de Composicion pH RIN | Almacenaje
la muestra ambiente
Desnaturalizante | Tampén | Acido Antioxidante Sal fosfato Solucién de | Papel
Inmersiéon
25-1 GuSCN MOPS | TCEP- THQ 3,6 4 6,5 5dias
HCI
25-3 GuSCN MOPS | TCEP- THQ 3,6 4,5 6,3 5dias
O-HClI
27-5 GuSCN TCEP- 3,5 4 53 12dias
HCI
27-6 GuSCN TCEP- 3,5 4 53 12dias
O-HClI

26-8 GuSCN MOPS Acido vainillinico 3,3 4 5,7 5dias

26-7 GuSCN MOPS Acido p-cumarico 3,5 4.5 5,3 5dias

27-2 GuSCN MOPS HCI 3,5 55 4,9 5dias

28-9 SDS MOPS Acido vainillinico 3,3 4 4,3 6 dias

27-8 GuSCN Acido vainillinico 3,5 4 4.1 5dias

27-7 GuSCN Acido p-cumarico 3,5 4.5 3,3 5dias

28-2 GuSCN Acido acético 3,5 5,5 7,8 6 dias

28-5 GuSCN Acido tartarico 3,5 4.5 7 6 dias

28-4 GuSCN Acido citrico 3,4 45 5,8 6 dias

28-3 GuSCN Acido fosférico 3,6 5 49 6 dias

27-10 GuSCN HCI Trifosfato 3,5 5 7,1 12 dias
de sodio

27-11 GuSCN HCI Pirofosfato 3,5 5 6,7 12dias
de sodio

26-11 GuSCN HCI Trifosfato 7,2 8 1,9 6 dias
de sodio

26-12 GuSCN HCI Pirofosfato 7,2 8 1,6 6 dias
de sodio

28-6 GuSCN HCI Trifosfato 3,5 5 7 6 dias
de sodio

28-7 GuSCN HCI Trifosfato 7,3 8,5 2,6 6 dias
de sodio
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REIVINDICACIONES
1. Una matriz sélida, que comprende:
al menos un desnaturalizante de proteinas, y
al menos un &cido o reactivo tampén valorado con acido impregnado en ella el estado seco;
en donde la matriz es una matriz sélida seca; y,

en donde la matriz esta configurada para proporcionar un pH acido en un intervalo de 3 a 6 después de
hidratacién, extraer los acidos nucleicos de una muestra, y preservar los acidos nucleicos en un estado seco
a la temperatura ambiente.

2. La matriz de la reivindicacién 1, en donde los acidos nucleicos extraidos y preservados comprenden acidos
ribonucleicos (RNA), acidos desoxirribonucleicos (DNA) o una combinacién de los mismos.

3. La matriz de la reivindicacién 1, en donde la matriz comprende el al menos un acido, y en donde el al menos
un acido comprende acido acético, acido citrico, acido tartarico, acido fosférico, acido clorhidrico, Tris(2-carboxietil)-
fosfina-acido clorhidrico (TCEP-HCI), Tris(2-carboxietil) fosfina oxidada- acido clorhidrico (TCEP-O-HCI), &cido
sulflrico, acido nitrico, acido vainillinico, acido 3-(N-morfolino) propanosulfénico o comerciales de los mismos.

4. La matriz de la reivindicacion 1 que comprende adicionalmente un protector UV, un eliminador de radicales
libres, un formador de quelatos o combinaciones de los mismos en donde el protector UV o eliminador de radicales
libres se selecciona del grupo que consiste en hidroquinona-monometil-éter (MEHQ), hidroquinona (HQ),
toluhidroquinona (THQ), y acido ascérbico.

5. La matriz de la reivindicacion 1 que comprende adicionalmente un inhibidor de RNasas en donde el inhibidor
de RNasas comprende una sal trifosfato, sal pirofosfato o combinaciones de las mismas.

6. La matriz de la reivindicacion 5, en donde el inhibidor de RNasas comprende complejo vanadil-ribonucleésido
(VRC), pirofosfato de sodio, analogos de nucleétidos, o un inhibidor de RNasas disponibles comercialmente.

7. La matriz de la reivindicacion 5, en donde el inhibidor de RNasas comprende trifosfato de sodio.

8. La matriz de la reivindicacion 1, que comprende adicionalmente al menos un agente reductor en donde el al

menos un agente reductor se selecciona del grupo que consiste en ditiotreitol (DTT), 2-mercaptoetanol (2-ME), tris(2-
carboxietil) fosfina (TCEP), hidrocloruro de tris(2-carboxietil) fosfina (TCEP-HCI) y una combinacién de los mismos.

9. La matriz de la reivindicacion 1, en donde la matriz comprende celulosa, acetato de celulosa, nitrocelulosa,
fibra de vidrio o cualquier combinacién de los mismos.

10. La matriz de la reivindicacion 1, en donde la matriz es porosa.

11. La matriz de la reivindicaciéon 1, en donde el desnaturalizante de proteinas se selecciona de un grupo que

consiste en hidrocloruro de guanidinio, tiocianato de guanidinio, tiocianato de sodio, tiocianato de potasio, arginina,
dodecilsulfato de sodio (SDS), urea y combinaciones de los mismos.

12. Una matriz de extraccién de RNA que comprende:

un desnaturalizante de proteinas que comprende un agente caotrépico, un detergente o combinaciones de
los mismos; y

un &cido o reactivo tampén valorado con acido impregnado en ella el estado seco;

en donde la matriz es una matriz sélida seca porosa configurada para proporcionar un pH comprendido en
un intervalo de 3 a 6 después de hidratacion para extraccion de RNA y estabilizacién del RNA extraido con
un nimero de Integridad del RNA (RIN) de al menos 4.

13. La matriz de la reivindicacién 12 que comprende adicionalmente un protector UV o eliminador de radicales
libres seleccionado del grupo que consiste en MEHQ, HQ, THQ, 4cido ascorbico y combinaciones de los mismos.

14. Una matriz de extraccién de RNA que comprende:

un desnaturalizante de proteinas que comprende un agente caotrépico, un detergente o combinaciones de
los mismos;

un &cido o reactivo tampén valorado con acido; y

12
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un inhibidor de RNasas que comprende una sal trifosfato o sal pirofosfato impregnada en el en estado seco,
en donde la matriz comprende una matriz sélida seca porosa configurada para proporcionar un pH entre 3 y
6 después de hidratacion y estabilizar el RNA con un valor RIN de al menos 4.

Un método para extraccion y almacenamiento de acidos nucleicos a partir de una muestra, que comprende:

proporcionar la muestra sobre una matriz sélida seca que comprende un desnaturalizante de proteinas y un
acido o reactivo tampén valorado con acido;

después de hidratacion para extraccion de acidos nucleicos a partir de la muestra, en donde el pH acido esta
comprendido en el intervalo de 3 a 6;

secar la matriz que comprende los &cidos nucleicos extraidos; y

almacenar los &acidos nucleicos extraidos en la matriz en estado seco a la temperatura ambiente

13
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