
181

Edited by Alberto Acosta

1. Instituto de Genética Humana. Pontificia Universidad Javeriana. 
Bogotá. Colombia.
2. Instituto de Investigación en Nutrición, Genética y Metabolismo. 
Facultad de Medicina. Universidad El Bosque. Bogotá. Colombia. 

Received: 10-04-2013 Accepted: 24-07-2013   
Published on line: 15-08-2013

Citation: Paola Andrea Ayala-Ramírez, Liz Ariane Gonzalez-Ropero, 
Reggie García-Robles (2013) Temperatura de almacenamiento y 
cantidad de ARN extraído de plasma materno. Universitas Scientiarum 
18(2): 181-187 doi: 10.11144/Javeriana.SC18-2.taca.

Funding: Universidad El Bosque

Electronic supplementary material: N/A

siCi: 2027-1352(201305/08)18:2<181:TDAYCDAEDPM>2.0.TS;2-S

short communication

Paola Andrea Ayala-Ramírez1    , Liz Ariane Gonzalez-Ropero1, Reggie García-Robles2

Universitas Scientiarum, Journal of  the Faculty of  Sciences, Pontificia Universidad Javeriana, is licensed under the Creative Commons 2.5 of  Colombia: Attribution - Noncommercial - No Derivative Works.

Temperature of  storage and amount of  RNA extracted from maternal plasma
Abstract
The discovery of  nucleic acids in maternal plasma unlocked new possibilities for noninvasive prenatal 
diagnosis. However, the factors affecting the concentration of  fetal RNA in maternal plasma samples 
are unspecified. Here we studied the effect of  storage time (15 to 30 days) and temperature (4°C, -20°C 
and ambient) and of  the presence of  Trizol on the concentration of  RNA in plasma samples taken from 
pregnant women before their 20th week. Thirty-three RNA samples were extracted from plasma and 
analyzed by spectrophotometry. The amount of  RNA was statistically lower in samples stored at -20°C 
whereas storage time and the presence or absence of  Trizol did not affect RNA level. Temperature affected 
the concentration of  RNA, rather than time and the addition of  Trizol. In conclusion, temperature is a 
key factor in the extraction of  RNA, and the freeze-thaw process most likely affects RNA concentrations 
negatively.
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introducción

Actualmente, el diagnóstico prenatal requiere 
de muestras de células fetales obtenidas por vías 
invasivas, como amniocentesis y toma de muestras 
de vellosidad coriónica. Estos procedimientos 
invasivos representan un riesgo para la madre y 
el feto. Para evitar este riesgo potencial, se han 
evaluado nuevas estrategias moleculares para el 
diagnóstico prenatal no invasivo (Ayala-Ramírez 
et al. 2012). En los últimos años se han logrado 
grandes avances en este campo. Los estudios se 
han encaminado en detectar ADN y ARN del feto 
en el plasma materno utilizando la técnica de PCR 
en tiempo real (qRT-PCR) la cual ha permitido 
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detectar niveles muy bajos de estas moléculas 
(Chiu et al. 2005, Hahn et al. 2011, Heung et al. 
2009a, Nancy et al. 2009, Ng et al. 2003, Okazaki 
et al. 2006). Ng et al. (2003) lograron aislar ARN de 
origen feto-placentario en el plasma y analizaron la 
expresión de genes específicos de la placenta (Ng 
et al. 2003). Este descubrimiento fue sorprendente 
debido a que se cree que generalmente el ARN 
es más inestable que el ADN y se espera que el 
ARN libre se degrade rapidamente (Lo & Chiu 
2012). Sin embargo, se ha demostrado que el ARN 
podría estar asociado a lípidos o proteínas, unido 
al ADN en nucleosomas, cuerpos apoptóticos u 
otras estructuras vesiculares, por lo que estaría 
siendo protegido de la degradación por nucleasas 
(Lo & Chiu 2012). El ARN libre circulante en 
plasma materno es una molécula inestable con 
una vida media más corta que el ADN, la cual es 
altamente degradada y fragmentada (Cerkovnik 
et al. 2007). Se ha demostrado que el ARN libre 
circulante proveniente de la placenta asociado 
con micropartículas de membrana presenta una 
alta frecuencia de fragmentos del extremo 5`, 
comparado con fragmentos del extremo 3`(Wong 
& Lo 2006, Wong et al. 2005). La fuente de estas 
moléculas de ARN provendría, al igual que el ADN, 
del sinciciotrofoblasto, hipótesis que se apoya en 
el hecho de la rápida remoción posparto (Ng et 
al. 2003, Sesarini et al. 2010). Adicionalmente, 
se ha demostrado que la placenta es la principal 
fuente de ARN presente en el plasma materno 
(Lo & Chiu 2012, Ng et al. 2003). La ventaja de 
analizar el ARN con respecto al ADN radica 
en que muchas veces no es posible determinar 
el origen del ADN encontrado en el plasma de 
mujeres embarazadas y se puede confundir con el 
ADN materno, lo que se puede evitar utilizando 
transcritos específicos de placenta (Ayala-Ramírez 
et al. 2012). Los beneficios del diagnóstico prenatal 
no invasivo son claros; elimina el riesgo asociado a 
técnicas invasivas, permite realizar un diagnóstico 
temprano en el embarazo, reduce la ansiedad 
en la mujer embarazada, y disminuye los costos 
(Sesarini et al. 2010). Estos ácidos nucleicos fetales 
pueden ser objeto de estudio y contribuir a un 
diagnóstico temprano de muchas complicaciones 
características de placenta y embarazo, como por 
ejemplo la preeclampsia (Antonio et al. 2006, 

Arcelli et al. 2010, Hanako et al. 2009, Purwosunu 
et al. 2009, Shimizu et al. 2009). Debido a que la 
preeclampsia debuta clinicamente después de la 
semana 20, es importante estudiar la estabilidad de 
este ARN presente en plasma materno y optimizar 
las condiciones para maximizar el rendimiento de 
ácidos nucleicos fetal libres en plasma materno 
que son cruciales para análisis y aplicación de 
diferentes pruebas que pudieran servir como 
marcadores tempranos de esta patología. La 
hipotesis de este estudio fue que las condiciones de 
almacenamiento de las muestras sanguíneas, afectan 
significativamente los niveles de ARN de plasma 
materno, cuantificado por espectrofotometría. 
El objetivo de esta investigación fué determinar 
factores que afectan la cantidad del ARN en 
muestras de plasma de mujeres embarazadas antes 
de la semana 20 de gestación.

Materiales y métodos

Población de estudio y muestra: Se 
recolectaron muestras de gestantes antes de la 
semana 20 de embarazo que acudieron a sus 
controles prenatales en las instituciones: 1. 
Hospital Universitario San Ignacio, 2. Hospital 
de Usaquén y 3. Javesalud. El médico tratante les 
brindó la información necesaria para participar en 
el estudio (previo consentimiento informado). El 
estudio fue aprobado por los comités de bioética 
e investigaciones de la Pontificia Universidad 
Javeriana y de la Universidad El Bosque. Los 
criterios de inclusión fueron: mujeres embarazadas 
con edad gestacional menor a las 20 semanas 
(firmaron consentimiento informado). Los 
criterios de exclusión fueron: mujeres con un 
tiempo de gestación mayor a 20 semanas, (no 
firmaron el consentimiento informado) y menores 
de edad que no contaban con la aprobación de un 
mayor de edad responsable para su participación 
en el estudio.

Distribución de las muestras: Se tomaron 
33 muestras de sangre en tubos con ácido 
etilendiaminotetraacético (EDTA) a 17 mujeres 
gestantes, a cada gestante se le tomaron dos tubos 
de sangre, se descartó un tubo aleatoriamente 
para que los grupos tuvieran el mismo tamaño 
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de muestra. Se centrifugaron inmediatamente 24 
tubos y se separó el plasma. No se centrifugaron 
inmediatamente 9 tubos. Al plasma se le aplicaron 
diferentes protocolos: 12 de estas muestras se 
almacenaron a 4°C y las otras 12 a -20°C. Cada 
uno de estos grupos se dividieron en 2 subgrupos 
con tiempos diferentes para la extracción de 
ARN, 6 muestras se almacenaron por 15 días y las 
otras por 30 días antes de la extracción. De estas 
6 muestras, 3 se almacenaron con 2 ml de Trizol 
LS (Invitrogen) y 3 muestras sin ningún aditivo. 
De las 9 muestras que no se centrifufaron, 3 tubos 
de sangre total se procesaron inmediatamente 
después de tomada la muestra, 6 tubos de sangre 
total se almacenaron a temperatura ambiente, 3 de 
los cuales se les realizó la extracción de ARN a las 
4 horas y 3 tubos a las 24 horas. 

Extracción y cuantificación de ARN: Se realizó 
la extracción del ARN con el kit QIAamp viral RNA 
Mini (Qiagen), siguiendo las especificaciones del 
fabricante pero realizando modificaciones según 
lo reportado por Ng (Ng et al. 2003). Finalmente, 
se adicionaron 5U de DNAsa I (Epicentre) y se 
incubó a 37°C por 15 minutos; luego se cuantificó 
el ARN en un espectrofotómetro NanoDrop 100 
(Thermo Scientific Inc.) midiendo la concentración 
de ARN a 260 nm y pureza mediante la relación 
de absorbancia 260/280.

Análisis estadístico: La significancia de las 
diferencias entre los grupos en los niveles de ARN 
total extraído se determinó mediante la prueba 
Kruskal Wallis mediante el comando “kwallis2” 
en Stata 9.1 con un nivel de confianza del 99%. La 
prueba de Shapiro-Wilk mostró una p=0,0169 y la 
prueba de Barlett`s arrojó una p=0,077, por lo que 
se utilizó estadística no paramétrica, probablemente 
estos resultados sean debido al tamaño de la 
muestra en cada grupo. Adicionalmente se llevó 
a cabo un análisis de regresión logística binaria 
para determinar la contribución de las variables 
temperatura, tiempo y adición de Trizol LS sobre 
la concentración de ARN en plasma materno. La 
variable concentración de ARN se transformó de 
cuantitativa a cualitativa en base a los artículos 
publicados por Bernardo et al. (2013) y por 
nuestro grupo (Ayala-Ramírez et al. 2012b), donde 
Bernardo et al. sugieren que la cantidad optima de 

ARN para realizar la retrotranscripción debe ser 
mayor a 80 ng, debido a que cantidades menores 
están asociadas con la presencia de fracaso en la 
amplificación. Por otro lado nuestro grupo logró 
amplificar el gen hPL en plasma de pacientes con 
restricción de crecimiento intrauterino por medio 
de PCR en tiempo real utilizando 7 µl de ARN. En 
base a estos estudios se realizó la multiplicación 
de los valores obtenidos de ARN por 7 µl y los 
resultados se agruparon en dos desenlaces: mayor 
o menor de 80 ng. Para el análisis de regresión 
logística de utilizó el programa Stata 9.1 con un 
nivel de confianza del 95%.

Resultados y discusión

Se logró extraer ARN de todas las muestras. Se 
tomaron en cuenta datos como niveles de ARN 
y la razón ARN/proteínas mediante el método 
de espectrofotometría. Los valores del ARN 
cuantificado se presentan en tablas y figuras 
(Tabla 1 y Figura 1). El grupo que presentó 
mayores niveles de ARN fue el grupo 1B (4°C, 
15 días sin Trizol LS) y el grupo que presentó 
menor concentración de ARN fue el grupo 3B 
(-20°C, 15 días con Trizol LS). Con respecto 
a la relación 260/280 (ARN/proteínas), no se 
encontraron diferencias significativas entre los 
grupos analizados (p=0,0583).

Los resultados del análisis de Kluskal wallis 
mostraron diferencias significativas entre todos 
los grupos (p=0,0054). Específicamente se 
observó mayor concentración de ARN en 
muestras almacenadas a 4ºC (grupos 1A y 1B) 
comparados con las almacenadas a -20ºC (3B, 4A 
y 4B) con diferencias significativas, excepto con 
el grupo que se almacenó a -20ºC por 15 días con 
Trizol (Grupo 3A). Adicionalmente se observaron 
diferencias significativas entre los grupos que 
se procesaron inmediatamente (grupo 6) y que 
se incubaron a temperatura ambiente 24 horas 
(grupo 5B) con respecto al grupo almacenado 
a -20ºC por 15 días sin Trizol (grupo 3B). Por 
otro lado, los resultados del análisis de regresión 
logística mostraron que la temperatura afecta los 
niveles de ARN significativamente (OR: 5,72, 
p=0,043, IC95%:1,05-31,11), sin embargo el 
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tiempo y el Trizol LS, no mostraron un efecto 
significativo sobre las concentraciones de ARN 
(Tiempo: OR: 0,44, p=0,314, IC95%:0,09-0,12; 
Trizol: OR: 1,02, p=0,976, IC95%:0,16-6,30). 
Estos resultados sugieren que la temperatura 
es un factor que afecta las concentraciones de 
ARN en plasma materno. En un estudio previo 
por Kopreski et al. (1999) demostraron que la 
congelación y descongelación de suero fueron 
factores que provocaron la degradación de ARN, 
un único ciclo de congelación-descongelación 
condujo a una reducción de 10 - a 100-veces la 
reducción de ARNm c-abl y tirosinasa en el 
suero, los niveles de ARNm fueron indetectables 
después de que el suero fue descongelado durante 

30 minutos (Kopreski et al. 1999). Esto demuestra 
que hay factores que afectan el ARN en el proceso 
de congelación-descongelación. Una explicación 
es que al descongelarse la muestra el ARN esta 
expuesto a la degradación por las nucleasas. Por 
otro lado es posible que durante el proceso de 
congelamiento-descongelamiento, las vesículas o 
cuerpos apoptóticos en las cuales esta envuelto 
el ARN, son destruidos o la interacción proteína-
ARN se afecta generando un ARN suceptible a la 
acción de las nucleasas (Kopreski et al. 1999). Sin 
embargo cabe resaltar que el grupo 3A no presento 
diferencias significativas con los almacenados a 
4ºC. Este resultado sugiere que en los casos en 
los que la muestra se almacena a -20ºC se debería 

Tabla 1. Resultados de la cuantificación del ARN y de las comparaciones entre los grupos. a: Estadística descriptiva 
de la concentración de ARN en los diferentes grupos. b: Matriz del resultado de las comparaciones por Kluskal 
Wallis2, valor de p= 0,0054 entre todos los grupos. Grupo 1A: plasma almacenado a 4°C por 15 días con Trizol 
LS; Grupo 1B: plasma almacenado a 4°C por 15 días sin Trizol LS; Grupo 2A: plasma almacenado a 4°C por 30 
días con Trizol LS; Grupo 2B: plasma almacenado a 4°C por 30 días sin Trizol LS; Grupo 3A: plasma almacenado 
a -20°C por 15 días con Trizol LS; Grupo 3B: plasma almacenado a -20°C por 15 días sin Trizol LS; Grupo 
4A: plasma almacenado a -20°C por 30 días con Trizol LS; Grupo 4B: plasma almacenado a -20°C por 30 días 
sin Trizol LS; Grupo 5A: sangre total almacenada a temperatura ambiente por 4 horas; Grupo 5B: sangre total 
almacenada a temperatura ambiente por 24 horas; Grupo 6: muestras procesadas inmediatamente. M=muestra.
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adicionar Trizol y no se debe exceder los 15 días 
de almacenamiento. Sin embargo es aconsejable 
realizar un descongelamiento lento para evitar la 
degradación de la molécula (Kemmer & Neubauer  
2006).

No se observaron diferencias significativas 
entre las muestras de plasma almacenadas a 4ºC 
(grupos 1A y 1B), las muestras de sangre total 
que se incubaron a temperatura ambiente (grupos 
5A y 5B) y las que se procesaron imediatamente 
(grupo 6). Estos resultados sugieren que en el 
plasma almacenado a 4ºC, el ARN es estable hasta 
30 días y es equiparable con el ARN de muestras 
procesadas inmediatamente y que aunque se 
incube la muestra a temperatura ambiente por 24 
horas, los niveles de ARN no difieren de los de 
las muestras procesadas inmediatamente, lo que va 
de acuerdo con la evidencia de que el ARN esta 
envuelto en micropartículas que lo protegen de 
la degradación de nucleasas (Ng et al. 2003, Tsui 
et al. 2002).Vale la pena resaltar que Heung et al. 
(2009b) demostraron que es mejor utilizar plasma 
que sangre para la extraccion de ARN de origen 
fetoplacentario (Heung et al. 2009b).

Con respecto a la utilización de Trizol LS, 
este aditivo protegió el ARN de la degradación 
en las muestras almacenadas a -20ºC por 15 días 
(grupo 3A). Zhong et al. (2008) y Ng et al. (2003) 
reportaron que la utilizacion de Trizol LS junto con 
el kit de RNeasy mini kit (Qiagen) es un metodo 
optimo para la extraccion de altas cantidades de 
ARN de alta calidad (Ng et al. 2003, Zhong et al. 
2008). Adicionalmente otros estudios reportan 
que en términos de calidad y cantidad de ARN, el 
método en el que se utiliza Trizol-LS y cloroformo 
es el más convincente (Remakova et al. 2013).

A pesar que la metodología de este estudio 
se basa en analizar los niveles de ARN totales en 
plasma materno y no específicos de placenta, ya se 
demostró en estudios previos, que la placenta es 
la principal fuente de esta molécula en el plasma 
materno (Ng et al. 2003) y que este ARN podria 
estar asociado a algun tipo de envoltura que lo 
protege de la degradación por nucleasas (Sesarini 
et al. 2010, Ng et al. 2003, Tsui et al. 2002), por lo 
que podría concluirse que los niveles de ARN que 
se determinaron son provenientes y específicos de 
la unidad fetoplacentaria. 

Fig. 1. Representación grafica de la cuantificación de ARN. a. Diagrama de cajas y bigotes de los intervalos de 
confianza (99% de confianza) y la línea horizontal representa la mediana. b. Representación de la media y de la 
desviación estándar, a: p<0,01 con respecto al grupo 1A; b: p<0,01 con respecto a el grupo 1B; c: p<0,01 con 
respecto al grupo 3B; d: p<0,01 con respecto al grupo 4A. Grupo 1A: plasma almacenado a 4°C por 15 días con 
Trizol LS; Grupo 1B: plasma almacenado a 4°C por 15 días sin Trizol LS; Grupo 2A: plasma almacenado a 4°C 
por 30 días con Trizol LS; Grupo 2B: plasma almacenado a 4°C por 30 días sin Trizol LS; Grupo 3A: plasma 
almacenado a -20°C por 15 días con Trizol LS; Grupo 3B: plasma almacenado a -20°C por 15 días sin Trizol LS; 
Grupo 4A: plasma almacenado a -20°C por 30 días con Trizol LS; Grupo 4B: plasma almacenado a -20°C por 30 
días sin Trizol LS; Grupo 5A: sangre total almacenada a temperatura ambiente por 4 horas; Grupo 5B: sangre total 
almacenada a temperatura ambiente por 24 horas; Grupo 6: muestras procesadas inmediatamente. 

a b
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La importancia de este estudio radica en la 
poca información que se encuentra en la literatura 
acerca de protocolos de almacenamiento y 
procesamiento de muestras de plasma en las que 
se realizara extracción de ARN. Es importante 
resaltar que de acuerdo a la búsqueda en la 
literatura este sería el primer estudio que realiza 
cuantificación de ARN de plasma materno por 
espectrofotometría en las primeras 20 semanas 
de gestación. Sin embargo seria de gran utilidad 
ampliar este estudio realizando mediciones a 
nivel de ARNm de transcritos exclusivos de 
placenta como lactógeno placentario humano o 
gonadotrofina coriónica, para correlacionar los 
niveles encontrados de ARN total y específico. 

Conclusión

Se logró extraer ARN de todas las muestras de 
plasma de las gestantes en las primeras 20 semanas 
de gestación y cuantificar por espectrofotometría. 
Se pudo evidenciar que la temperatura afecta las 
concentraciones de ARN en plasma materno 
mostrando niveles altos los grupos almacenados 
a 4°C y temperatura ambiente y niveles bajos los 
grupos almacenados a -20°C. Se identificó que el 
factor que afecta el ARN en plasma materno es la 
temperatura, probablemente debido al proceso de 
congelamiento-descongelamiento y las variables 
tiempo y Trizol LS no afectan significativamente 
los valores de ARN extraído de plasma materno. 
Los resultados de este estudio sugieren que las 
mejores condiciones para almacenar muestras de 
plasma materno para realizar extracción de ARN 
son a temperatura ambiente hasta por 24 horas o a 
4°C hasta por un periodo de 30 días.
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Temperatura de almacenamiento y cantidad de ARN 
extraído de plasma materno

Resumen. El descubrimiento de los ácidos nucleicos 
circulantes en plasma materno abrió nuevas posibilidades 
para el diagnóstico prenatal no invasivo. No obstante, 
se desconocen los factores que afectan la concentración 
del ARN de origen feto-placentario en muestras de 
plasma materno. Fue investigado el efecto del tiempo de 
almacenamiento (inmediatamente, 4 y 24 horas, 15 y 30 días), 
temperatura de almacenamiento (4ºC, -20°C y ambiente) y 
Trizol (con o sin) sobre la cantidad del ARN en muestras 
de plasma de gestantes, antes de la semana 20 de embarazo. 
Se analizaron por espectrofotometría 33 muestras de ARN 
extraídas de plasma La temperatura afecta la concentración 
de ARN, más que el tiempo de almacenamiento y la 
adición de Trizol. De igual forma, la cantidad de ARN fue 
estadísticamente menor en muestras almacenadas a -20°C. 
El tiempo de almacenamiento y la presencia o ausencia 
de Trizol no incidió en la concentración de ARN. En 
conclusión la temperatura es factor clave en la extracción de 
ARN, donde probablemente el proceso de congelamiento-
descongelamiento incide negativamente en la concentración 
de ARN.

Palabras clave: Ácido ribonucleico; plasma; complicaciones 
del embarazo.

Temperatura de armazenamento e quantidade de RNA 
extraído de plasma materno

Resumo. A descoberta dos ácidos nucleicos no plasma 
materno abriu novas possibilidades para o diagnóstico pré-
natal não-invasivo. Desconhecem-se no entanto os fatores 
que afetam a concentração do RNA de origem materno-
fetal nas amostras do plasma materno. Investigou-se o efeito 
do tempo de armazenamento (15 a 30 dias), da temperatura 
de armazenamento (4°C, -20°C e ambiente), e de Trizol 
(com ou sem) sobre a quantidade de RNA nas amostras de 
plasma de gestantes, antes da vigésima semana de gravidez. 
33 amostras de RNA extraídas do plasma foram analisadas 
por espetrofotometria. A temperatura afecta a concentração 
de RNA, mais que o tempo de armazenamento e de adição 
de Trizol. Da mesma forma, a quantidade de RNA foi 
significativamente menor nas amostras armazenadas a -
20°C. O tempo de armazenamento e a presença ou ausência 
de Trizol não afetou os níveis de RNA. Em conclusão, a 
temperatura é um fator chave para a extração de RNA, 
onde provavelmente, o processo de congelamento e 
descongelamento afeta negativamente a concentração de 
RNA.

Palavras-chave: Ácido ribonucleico; plasma; complicações 
na gravidez.




