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Introduccidn: La extraccién de ADN es esencial en estudios de biologia molecular, ya que de ella
depende la calidad de los analisis posteriores. Existen numerosos protocolos disefiados para obtener
ADN puro, integro y en concentraciones adecuadas desde diversas fuentes bioldgicas. La sangre
periférica es una fuente comun y eficiente, mientras que los hisopos bucales representan una

alternativa no invasiva.

La eleccién del protocolo adecuado depende del tipo de muestra, aplicacion, nUmero de muestras,
recursos del laboratorio y costos. Los métodos manuales incluyen pasos de lisis, degradacidon proteica 'y
purificacion mediante precipitacién y lavado. Los métodos comerciales, por otro lado, emplean

columnas con matriz de silica para purificar los acidos nucleicos.

Objetivo: Evaluar tres métodos de extraccién de ADN a partir de sangre periférica e hisopos bucales,

comparando rendimiento, calidad y costo-efectividad.

Objetivos especificos
— Analizar la eficacia de métodos comerciales y caseros en la extraccion de ADN.
— Aplicar técnicas de cuantificaciéon e integridad del ADN extraido.
— Conocery aplicar las buenas practicas de laboratorio en biologia molecular.

Materiales y métodos: Se emplearon los reactivos comerciales DNA Isolation Systems (Nexttec) y Quick-
DNA Miniprep (Zymo Research) segun indicaciones del fabricante. Ademads, se utilizaron reactivos
preparados en el laboratorio para realizar las técnicas de Salting out para las muestras de sangre y

extraccién orgdnica para hisopos.
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Se procesaron seis muestras de sangre periférica con EDTA y seis hisopos bucales aplicando a cada uno

los distintos métodos de extraccion.

La cuantificacion del ADN se realizé por fluorometria (Quantus, Promega) y la integridad se evalud

mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% con Bromuro de Etidio y visualizaciéon UV.
Resultados
Hisopos bucales

El rendimiento de ADN de los hisopos bucales extraidos con los reactivos Zymo, Nexttec y extraccién

organica variaron significativamente en las seis muestras (J1, S1, S2, M1, M2, L1).

Extraccién Zymo: Rendimientos variables. La muestra S2 alcanzé 29 ng/uL, seguida por J1 (20 ng/uL) y

S1 (9,4 ng/uL). M1y L1 presentaron valores bajos (<1 ng/uL).

Extraccidon Nexttec: Resultados consistentemente bajos. Maximo en S2 (0,33 ng/uL), minimo en S1 (0,07

ng/uL).

Extraccidn organica: Obtuvo los mayores rendimientos. S1 alcanzé 72 ng/ulL, S2 con 37 ng/uL, y L1 con

26 ng/uL. Incluso la muestra mas baja (M2, 13 ng/uL) superd ampliamente a los otros métodos.

Analisis estadistico (ANOVA) demostrd diferencias significativas entre Zymo y extraccién organica,

destacando la superioridad de esta ultima.
Muestras de sangre

La extraccidon de ADN a partir de muestras de sangre utilizando los reactivos Zymo, y Salting out reveld

variaciones significativas en el rendimiento de las seis muestras (J1, S1, M1, L1, S2, J2).

Extraccion Zymo: Rendimiento alto y consistente. J1 (104 ng/uL) y S1 (72 ng/pL) fueron las mas
destacadas. El resto (M1, L1, S2, J2) obtuvo entre 39 y 50 ng/pL.

Extraccion Nexttec: Solo se probd en J1, con un rendimiento muy bajo (2,19 ng/uL) y presencia de

contaminantes visibles, motivo por el cual se descartd su uso.

Salting out: Resultados variables. Maximo en S1 (179 ng/uL) y S2 (113 ng/uL), pero muy bajos en M1
(2,34 ng/uL) y L1 (1,41 ng/uL).

El analisis estadistico de ANOVA entre Zymo y Salting out no mostré diferencias estadisticamente

significativas en ADN total, aunque Salting out fue mas variable.
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La Integridad del ADN fue evaluada por gel de agarosa. Las muestras de sangre mostraron buena
integridad. Algunas muestras de hisopos (extraidas con Zymo y extraccidén organica) presentaron bandas

difusas, indicando fragmentacion.

Discusion: En este estudio se comparo la eficacia de la extraccion de ADN mediante tres métodos (Zymo,
Nexttec y extraccion organica o salting out) para hisopos bucales y muestras de sangre. Los principales

resultados son los siguientes:

La extraccion orgdnica para hisopos bucales superé a los reactivos comerciales: Produjo
sistemdticamente las mayores cantidades de ADN, por lo que es el método de eleccidén para hisopos.

Zymo mostré un éxito moderado, mientras que Nexttec fue ineficaz para las muestras bucales.

El reactivo Zymo fue el mds fiable para muestras de sangre: Produjo rendimientos de ADN altos y
consistentes en todas las muestras. Nexttec (probado en J1) tuvo un rendimiento pobre, similar a los

resultados con hisopos bucales.

El método Salting Out tuvo una alta variabilidad en sangre: Aunque alcanzé el mayor rendimiento
individual (179 ng/uL en S1), fue inconsistente, con una recuperacion de ADN muy baja en otras
muestras. Esto sugiere que la extraccion con Salting out podria depender de la muestra y ser menos

fiable que Zymo para sangre.

Nexttec tuvo un rendimiento inferior en ambos tipos de muestras: Demostré rendimientos bajos de ADN
en hisopos bucales y en la Unica muestra de sangre analizada, lo que se descarta su utilidad para estas

aplicaciones.
Conclusion

— Para los hisopos bucales, la extraccién organica es Optima cuando se necesitan altos
rendimientos de ADN, a pesar de la complejidad del procedimiento. En casos donde sea
necesaria una extraccién rapida, Zymo seria la técnica de eleccidn ya que su ejecucién demanda
menos de dos horas de trabajo.

— Paralas muestras de sangre, Zymo es la opcion mas fiable, ya que equilibra un alto rendimiento
y consistencia.

— El método de Salting out puede ser util en casos especificos, pero requiere optimizacion para
reducir la variabilidad.

— No se recomienda el reactivo Nexttec para la extraccion de ADN bucal o de muestras de sangre.
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Los resultados permitieron seleccionar las técnicas de extraccidn a utilizar en el laboratorio de Analisis
de ADN para las muestras de hisopos bucales y sangre para su aplicacién en estudios de genética forense

y diagndstico molecular.
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