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SUMMARY

In the present study have been determined quantitatively DNA and RNA
of Fasciola hepatica and Dicrocoelium dendriticum. The RNA/DNA ratio
is 240 for F. hepatica and 1.55 for D. dendriticum. The variables that have
been examined were: homogenation time, temperature and time of DNA.
extraction and samples stability by store at —80* C for at least 6 month.
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RESUMEN

Se determinan cuantitativamente DNA y RNA en Fasciola hepatica y
Dicrocoelium dendriticum. La relacién RNA/DNA es 2,40 para F. heputica
y 1,65 para D. dendriticum. Se estudia la influencia del tiempo de homoge-
neizacién, asi como la temperatura y tiempo déptimo de extraccién del DNA
en medio dcido, comprobdndose la estabilidad de las muestras a —80"C
cdurante 6 meses.
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INTRODUCCION

Hutchinson y Munro® hacen una revisién bibliogréfica de los
métodos de extraccion y determinacion cuantitativa de los dcidos
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nucleicos en diversos sistemas bioldgicos, sugiriendo una modifi-
cacién al procedimiento de Schmidt y Thannhauser’. Wannema-
cher v col.? introducen algunas variaciones para poder determinar
conjuntamente proteinas y dcidos nucleices, pero algunos autores
han sefialado pérdidas de estos componentes durante la extraccion
lipidica inicial. Con cbjeto de evitar estas pérdidas, nosotros he-
mos seguido en el presente trabajo la técnica propuesta por Shibko
v col.?, modificada por Sdnchez Raserc ®, considerando necesario
establecer previamente, para cada parasito, los tiempos optimos de
homogeneizacion v de extraccion como indican Rafael y Vsiansky °.

MATERIAL Y METODOS

Preparacion de la muestra

Ejemplares de Fasciola hepatica y Dicrocoelium dendriticum
son recogidos del tejido hepético de los hospedadores Ouvis aries
y Capra hircus., Comprobada su vitalidad se lavan en solucion sa-
lina al 0,9 % y agua destilada. A continuacion se secan ligeramen-
te sobre papel de filtro, se pesan y se procede a su homogeneiza-
cidn, en bafio de hielo, con Potter-Elvehjem o almacenamiento en
arcén Revco a —80° C. En este tltimo caso los parésitos son in-
troducidos en viales de cristal convenientemente cerrados.

Exiraccidon de DNA y RNA

Seguimos bdsicamente la técnica indicada®®. Se ensayan di-
versos tlempos de homogeneizacion (5, 10, 15 y 20 minutos), asi
como diferentes tiempos de extraccion del DNA (30, 60 y 90 mi-
nutos) en medic acido (PCA 5 %, pH=2,5) y temperaturas (70 y
900 C). La lectura espectrofotométrica se realiza en un Beckman
DBG a 260 y 280 nm. Como solucién patrén de 4cido nucleico se
utiliza la sal sédica del dcido desoxirribonucleico de timo de ter-
nera de la casa Sigma, preparado en medio dcido semejante al de
extraccién del DNA.

Determinacidn proteica

El examen del contenido proteico ha sido realizado empleando
el método de Lowry y col.®.

Rev. Ibér. Parasitol., Vol. 45, N. 2, 1985 171

RESULTADOS Y DISCUSION
Condiciones ¢éptimas de homogeneizacion

Freviamente a la determinacion cuantitativa ensayamos diver-
sos tiempos de homogeneizacion, debiendo ser el minimo necesa-
rio para facilitar la posterior extraccidn de los dcidos nucleicos
sin favorecer posteriores alteraciones enziméticas de los mismos
o interferencias proteicas’.

La homogeneizacién es realizada en medio tamponado (pH 7)
y temperatura de 0°C con el fin de inhibir la accion de nucleasas
durante el proceso. Observamos (Tabla I) que un tiempo de cinco
minutos es suficiente para D. dendrilicum, siendo necesarios quin-
ce minutos para F. hepatica, posiblemente debido a la mayor re-
sistencia que ofrecen los tejidos de este ultimo parasito.

TABLA I

TIEMPO OPTIMO DE HOMOGENEIZACION (mg RNA/g DE PARASITO
FRESCOQ)

Tiempo de homogeneizacion

Muestra problema 5 min 10 min 15 min 20 min
F. hepatica 1,19 2,49 2,65 2,65
D. dendriticum 1,80 1,77 1,79 1,7

Temperatura y tiempo de extraccion del DNA. Determinacidn
cuantitativa

Al utilizar homogeneizados totales e hidrdlisis dcida, cataliza-
da por temperaturas no inferiores a 70°C, debemos ajustar las
condiciones de trabajo con sumo cuidado, pues un exceso en el
aporte externo de energia nos elevaria de forma errdnea las cifras
de absorcién a 260 nm y, consecuentemente, las de 4cido desoxi-
rribonucleico. Los valores de la Tabla IT indican que una tempe-
ratura de 90° C, durante 60 minutos, es suficiente para ambos pa-
rdsitos. En estas condiciones se obtiene un alto porcentaje de ex-
traccidn del DNA sin apenas detectarse trazas proteicas vy el co-
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TABLA 11

TEMPERATURA Y TIEMPO OPTIMC DE EXTRACCION
(VALORES EXPRESADOS EN % DE ABSORCION

A 260 RESPECTO A LA MAXIMA)

70°C 90" C Ayl o5 @ 90° C

N»
ensayos 30" 60° 90° 30" 60" 90° 30" 60" 90

F, hepatica 5 50 70 90 76 90 100 1,61 1,68 1,18
D. derdriticum 5 94 72 8l 84 94 100 1,67 168 122

ciente Asn/Aq €s 1,68 y entra dentro del rango de los citados por
la bibliografia como adecuados 1,65-1,85'. Un aumento en el tiem-
po de incubacion (90 minutos a 90° C) produce un considerable
incremento de los niveles proteicos, disminuyendo el cociente de
absorcién 260/280. Condiciones semejantes de extraccion han sido
empleadas por Erwin y col.? en estudios con otros tejidos.

Los niveles totales de RNA son considerablemente superiores
a los de DNA para ambos trematodes (Tabla IIl), siendo la rela-
cién RNA/DNA menor en D. dendriticum que en F. hepatica. No
se detectan diferencias en las cifras de dcido nucleico de los pa-
rasitos estudiados procedentes de diferente hospedador.

El contenido en proteinas de los sobrenadantes problema tras
la extraccidn alcalina del RNA es practicamente nulo y desprecia-
ble, aungue algo mayor, en los de DNA.

En ambos pardsitos no se han detectado pérdidas en la canti-
dad total de dcidos nucleicos por conservacion de los mismos, du-
rante 6 meses, a —80°C (tiempo ensayado por nosotros).

TABLA III
NIVELES DE DNA Y RNA (EXPRESADOS EN mg/g + S)
Ne
ensayos DNA RNA RNA/DNA
F. hepatica (Capra hircus) 10 1,06 + 0,14 2,54 + 0,36 2,40
F. hepatica (Ovis aries) 10 1,08 + 0,13 2,66 + 0,36 2,46
D. dendriticum (Capra hircus) 10 1,12 +0,16 1,78 + 0,29 1,59
D. dendriticum (Ovis aries) 10 1,16 = 0,19 1,79 = 0,31 154
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