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RESUMEN 

Los pacientes sometidos a tratamiento de diálisis peritoneal sufren un daño en 
la membrana peritoneal tras estar expuesta a una solución no fisiológica, 
generando un deterioro progresivo de la capacidad dializante de la misma y, 
por lo tanto, haciendo inviable esta técnica. Las alteraciones mitocondriales 
desempeñan un papel clave en muchas enfermedades, entre ellas las 
patologías inflamatorias. En el presente trabajo se ha cuantificado el ADN 
mitocondrial en el líquido de diálisis de pacientes sometidos a diálisis peritoneal 
mediante PCR en tiempo real con los cebadores específicos (12S). Los 
resultados obtenidos permiten relacionar la cuantificación del ADN mitocondrial 
del líquido de diálisis y el nivel de inflamación crónica de la membrana 
peritoneal, revelando la utilidad de este como biomarcador de la calidad de la 
membrana del paciente. 

Palabras clave: diálisis peritoneal, membrana peritoneal, ADN mitocondrial, 
PCR en tiempo real, biomarcador. 

 

RESUMO 

Os pacientes sometidos a tratamento de diálise peritoneal sofren un dano na 
membrana peritoneal tras estar exposta a unha solución non fisiolóxica, 
xerando unha deterioración progresiva da capacidade dializante da mesma e 
polo tanto, facendo inviable esta técnica. As alteracións mitocondriais 
desempeñan un papel clave en moitas enfermidades, entre elas as patoloxías 
inflamatorias. No presente traballo cuantificouse o ADN mitocondrial no líquido 
de diálise de pacientes sometidos a diálise peritoneal mediante PCR en tempo 
real cos cebadores específicos (12S). Os resultados obtidos permiten 
relacionar a cuantificación do ADN mitocondrial do líquido de diálise e o nivel 
de inflamación crónica da membrana peritoneal, revelando a utilidade deste 
como biomarcador da calidade da membrana do paciente. 

Palabras clave: diálise peritoneal, membrana peritoneal, ADN mitocondrial, 
PCR en tempo real, biomarcador. 

 

ABSTRACT 

The patients put under the treatment of peritoneal dialysis suffer from damage 
on the peritoneal membrane after being exposed to a non-physiological 
solution, generating a progressive deterioration of the dialyzing capacity of the 
membrane and, therefore, making it impossible for this technique to work. 
Mitochondrial alterations play a very important role in many diseases, such us 
inflammatory pathologies. In this project it has been quantified the mitochondrial 
DNA in the dialysis liquid from patients undergoing peritoneal dialysis by PCR in 
real time with the specific primers (12S). The results we have obtained allow us 
to connect the quantification of the mitochondrial DNA of the dialysis liquid with 
the level of chronic inflammatio of the peritoneal membrane, revealing that its 
usefulness as a biomarker of the patients membranes quality. 
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Keywords: peritoneal dialysis, peritoneal membrane, mitochondrial DNA, 
biomarker, real time PCR. 
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1. Introducción 

 

1.1. Enfermedad renal crónica 

España, al igual que el resto de Europa y otras partes del mundo, está 
envejeciendo y seguirá envejeciendo en los próximos años. Este incremento de 
la expectativa de vida lleva asociado un incremento en las enfermedades y 
patologías clínicas relacionadas con el proceso de envejecimiento; por ello, la 
prevalencia de las enfermedades crónicas ha aumentado. La enfermedad renal 
crónica no es una excepción, y ha adquirido dimensiones epidémicas a nivel 
mundial (Otero et al., 2010). 

Los riñones eliminan los desechos de la sangre y el exceso de líquido del 
cuerpo. La insuficiencia renal que sufren algunos pacientes consiste en una 
disminución en el flujo plasmático renal cuando los riñones no son capaces de 
filtrar adecuadamente los tóxicos y otras sustancias de desecho de la sangre, 
lo que se manifiesta en una presencia elevada de creatinina en el suero (Figura 
1.1). La medición de la creatinina es el modo más simple de monitorizar la 
correcta función de los riñones. Se trata de un compuesto orgánico generado a 
partir de la degradación de la creatina, considerándose así, un producto de 
desecho del metabolismo normal de los músculos que habitualmente produce 
el cuerpo en una tasa muy constante, dependiendo de la masa muscular, y que 
filtran los riñones excretándola a la orina. 

 

Figura 1.1. Estructura de la creatinina. La creatinina es una base orgánica que se produce 

como resultado del metabolismo muscular en la degradación del fosfato de creatina. 

 

1.1.1. Tratamientos 

Entre los tratamientos para la insuficiencia renal en pacientes se conocen: i/el 
trasplante de riñón; mediante el cual se sustituye el riñón dañado por un riñón 
procedente de un donador sano para que realice las funciones de los riñones 
del paciente, ii/la hemodiálisis; donde la sangre circula a través de una máquina 
llamada dializador o riñón artificial con un filtro que “limpia” la sangre, y iii/la 
diálisis peritoneal (DP); se coloca en el abdomen un tubo flexible llamado 
catéter mediante un procedimiento de cirugía. 

En estadios avanzados de la enfermedad renal crónica, surge la necesidad de 
sustituir la función de los riñones nativos. El trasplante renal es la modalidad 
preferida, pero no todos los pacientes tienen acceso potencial a ese 
tratamiento. Esta limitación convierte a la diálisis crónica en la forma básica de 
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tratamiento sustitutivo renal. La diálisis peritoneal es mucho menos costosa que 
la hemodiálisis y equivalente en términos de eficacia dialítica (Arrieta et al., 
2011). 

 

1.2. Diálisis peritoneal (DP) 

La DP (Figura 1.2) es un tratamiento alternativo de la enfermedad renal en fase 
terminal y se basa en el uso del peritoneo como una membrana semipermeable 
a través de la cual tienen lugar los procesos de ultrafiltración y la disfunción, 
que permiten remplazar la función renal (Loureiro et al., 2011). 

El líquido de diálisis se introduce en la cavidad peritoneal a través de un catéter 
que se coloca mediante una cirugía menor a través de la pared del abdomen 
hasta la cavidad peritoneal. Parte de este catéter permanece fuera del 
abdomen, recibiendo el nombre de transferencia, y es su acceso permanente 
para la diálisis. De esta forma puede conectarse a las bolsas de solución de 
diálisis (Figura 1.2.A). El catéter queda oculto bajo la ropa. 

La DP elimina sustancias orgánicas, productos del metabolismo, sustancias 
tóxicas del organismo, cuando los riñones no funcionan adecuadamente, al 
igual que excedentes de líquidos endógenos, los cuales se excretarían por los 
riñones si funcionasen adecuadamente, y ayuda a corregir desequilibrios 
electrolíticos al igual que a disminuir el edema. 

 

1.2.1. Ventajas de la DP 

Algunas de las ventajas que presenta la DP frente a los demás tratamientos 
son que se puede realizar en el hogar, o mientras se está de viaje. Es un 
tratamiento fácil de aprender. Por ser continua o efectuarse al menos durante 
muchas más horas que la hemodiálisis, no requiere tantas limitaciones 
dietéticas. Es más barata, no solo por su precio, sino porque además no 
requiere desplazarse al hospital, y equivalente en términos de eficacia dialítica 
que la hemodiálisis. 

 

1.2.2. Desventajas de la DP 

A pesar de sus pros también presenta una serie de inconvenientes, y es que, 
en este procedimiento, el peritoneo se expone a una solución no fisiológica, el 
líquido de diálisis peritoneal, principalmente por su potencial glucotóxico. La 
exposición crónica del líquido de diálisis en el peritoneo puede conducir a un 
proceso inflamatorio crónico de bajo grado, que a su vez deriva en cambios 
estructurales en la membrana peritoneal como fibrosis, angiogénesis y 
vasculopatía hialinizante (Figura 1.2.B), cuya contrapartida funcional es un 
deterioro progresivo de la capacidad dializante de la misma, denominado fallo 
de membrana que, en muchos casos, acaba haciendo inviable la técnica 
(Loureiro et al., 2011). 
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1.3. Membrana peritoneal e inflamación crónica 

El papel de la célula mesotelial, tipo celular de carácter epitelial que recubre la 
cavidad peritoneal y los órganos que se alojan en ella, es indudable. 
Representa la primera línea de contacto con el líquido de diálisis. Así, se ha 
demostrado que en respuesta a la diálisis peritoneal la célula mesotelial 
peritoneal responde perdiendo su fenotipo epitelial y adquiriendo características 
miofibroblasticas mediante un proceso de transición epitelial-mesenquimal; 
TEM (Yáñez-Mó et al., 2003). 

Con este cambio fenotípico, las células adquieren capacidades invasivas 
alcanzando el estroma submesotelial (Figura 1.2.C), donde producen gran 
cantidad de matriz extracelular y factores inflamatorios y angiogénicos; en 
consecuencia, se amplifica la comunicación con las células vecinas 
promoviendo así la inflamación y fibrosis peritoneal, lo que conlleva el deterioro 
de la membrana peritoneal y el fallo de la misma (Aroeira et al., 2009; Loureiro 
et al., 2011). 

La presencia de células mesoteliales con ese aspecto in vitro se correlaciona 
con el fallo de membrana (Loureiro et al., 2013), por lo que si se previene la 
TEM podremos mejorar la fibrosis peritoneal y preservar la membrana 
peritoneal durante la DP. 

La fibrosis es la consecuencia final de una reacción crónica inflamatoria. Este 
incremento crónico de mediadores pro-inflamatorios (p. ej. TNF) es 
consecuencia del desequilibrio del estado redox celular. A su vez, el 
desequilibrio del estado redox celular surge como el efecto neto de un 
incremento en la producción de especies reactivas, como el ión peróxido, una 
debilidad de los sistemas de defensa, como las clásicas enzimas antioxidantes, 
glutatión peroxidas, así como otros secuestradores de especies reactivas como 
la vitamina E o el caroteno (López-Armada et al., 2013). Además, las 
soluciones de diálisis tienen componentes capaces de estimular la producción 
de especies reactivas de oxígeno (ROS), como son la glucosa y sus productos 
de degradación (Chaudhary and Khanna, 2010). Todo ello sugiere que el 
proceso de oxidación puede representar una vía patogénica crucial en la TEM 
que finalmente conduce al daño del peritoneo. 
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Figura 1.2. Diálisis peritoneal (DP). (A) Esquema de la diálisis peritoneal. (B) Subpoblaciones 
de fibroblastos peritoneales en la membrana peritoneal de pacientes sin tratamiento y 
pacientes sometidos a diálisis peritoneal (DP). La morfología del peritoneo normal es simple, 
con una sola capa de células mesoteliales (MC) que cubre una región submesotelial que está 
compuesta por tejido conectivo con pocos fibroblastos y algunos vasos sanguíneos. En los 
pacientes con DP, hay muchas anomalías estructurales en la membrana peritoneal, como 
número creciente de fibroblastos, fibrosis submesotelial y aumento del número de vasos 
sanguíneos. En contraste con el peritoneo normal, los miofibroblastos se pueden detectar 
fácilmente en la membrana peritoneal de muchos pacientes que son sometidos a DP. Los 
miofibroblastos pueden originarse de fibroblastos residentes activados, de células circulantes 
(fibrocitos) y de MC a través de una transición epitelial-a-mesenquimal (TEM) (Aroeira et al., 
2007). (C) Eventos clave durante la TEM. El diagrama muestra cuatro pasos clave que son 
esenciales para la terminación de todo el curso de TEM y los marcadores epiteliales y 
mesenquimales más comúnmente usados (Aroeira et al., 2007). 

 

A                                                                            B 

   

                       C 
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1.4. ADN mitocondrial (ADNmt) 

Las mitocondrias son orgánulos membranosos presentes en el citoplasma de 
las células participando en el metabolismo energético. 

En la matriz mitocondrial se encuentra el ADN, los ribosomas y los enzimas 
para llevar a cabo procesos metabólicos. El ADNmt humano es una molécula 
circular bicatenario de 16.569 pares de bases, conteniendo 37 genes que en 
humanos codifican para 13 proteínas (Figura 1.3). El número de moléculas de 
ADNmt por célula varía entre unos pocos cientos en los espermatozoides a 
unas 200.000 copias en el oocito, pero en la mayor parte de los tejidos el rango 
está comprendido entre unas 1.000 y 10.000 copias por célula, con 2-10 
moléculas de ADN por mitocondria. 

 

Figura 1.3. ADN mitocondrial humano. 

 

La mitocondria juega un papel clave en el estrés oxidativo. Debido a su papel 
central en la síntesis de adenosín trifosfato (ATP) vía cadena respiratoria 
mitocondrial, la mitocondria representa la fuente más importante en la 
formación de ROS (Figura 1.4). Así, el daño oxidativo de las mitocondrias 
incluye la oxidación de los lípidos de membrana, proteínas y ADNmt (ADN 
mitocondrial). Este daño oxidativo en el ADNmt podría ser la fuente principal de 
la inestabilidad genómica mitocondrial que conduce a la disfunción de la 
cadena respiratoria mitocondrial. A su vez, la disfunción de la cadena 
aumentaría ROS, estableciéndose un círculo vicioso de estrés oxidativo, capaz 
de perpetuar y propagar la respuesta inflamatoria (López-Armada et al., 2013). 
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Figura 1.4. Química de las especies reactivas de oxígeno (ROS). Las ROS normalmente son 

generadas por una reducción secuencial del oxígeno molecular. 

 

En relación con el daño peritoneal, son muy pocos los datos que existen sobre 
el papel que la disfunción mitocondrial desempeña en este proceso. Si se 
conoce que el líquido de diálisis basado en glucosa es capaz de inducir ROS 
mitocondriales y apoptosis además de causar daño en el ADNmt de células 
mesoteliales humanas in vitro (Hung et al., 2014). Con respecto a la relación 
entre la disfunción mitocondrial y la TEM, existen pocos estudios, y ninguno de 
ellos se ha llevado a cabo en el contexto de la diálisis peritoneal (Yuan et al., 
2012; Kinugasa et al., 2015). No se conoce la manera en la que ambos 
procesos se relacionan, si presentan un efecto sinérgico o si son 
independientes. Aunque todo parece indicar que la disfunción mitocondrial 
puede desempeñar un papel determinado en la patología del fallo de la 
membrana peritoneal al participar en la TEM, por medio de un incremento en el 
nivel de estrés oxidativo y mediadores inflamatorios. 

Como agente proinflamatorio, el ADNmt, es estudiado en muchos campos, 
pudiendo causar respuestas inflamatorias y crear sepsis (Qin et al., 2015). El 
ADNmt es un activador crítico de la inflamación y del sistema inmune natural, 
estando los niveles altos en circulación de ADNmt asociados a mortalidad y 
mejorar la predicción del riesgo en pacientes de UCI (unidad de cuidados 
intensivos), por lo que se considera el ADN mitocondrial como biomarcador 
viable del plasma en pacientes de UCI (Nakahira et al., 2013). 

Existen varios estudios relativos a la diálisis peritoneal. Uno de ellos es un 
proyecto basado en “El papel de la disfunción mitocondrial en los cambios 
estructurales y funcionales de la membrana peritoneal en pacientes tratados 
con diálisis peritoneal. Efecto de una dieta antioxidante”. El objetivo de este es 
analizar si la disfunción mitocondrial en las células mesoteliales de la 
membrana peritoneal, a través de un aumento en el nivel de estrés oxidativo y 
de mediadores inflamatorios, participa en la transición epitelio-mesenquimal 
(TEM) que pueden sufrir estas células en pacientes tratados con DP. Valorando 
asimismo si una dieta antioxidante, puede mejorar la actividad mitocondrial y 
proteger de los cambios estructurales y funcionales que puede padecer el 
peritoneo de estos pacientes. 
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Respecto a este proyecto hay tres modelos de analizar estas conjeturas, ex 
vivo, in vitro e in vivo. El presente trabajo se centra en una parte del modelo ex 
vivo, que consiste en valorar el estado de la función de las mitocondrias en el 
peritoneo y células mesoteliales humanas procedente de efluente peritoneal de 
pacientes sometidos a diálisis peritoneal, observando correlaciones con 
pacientes de interés clínico. 

 

2. Objetivos 
En el presente trabajo se pretende cuantificar el ADN mitocondrial en el líquido 
de diálisis de pacientes en diálisis peritoneal como posible biomarcador de 
daño peritoneal. En este sentido, los objetivos (específicos) planteados para 
este estudio han sido los siguientes: 

1. Procesar en la campana de cultivo celular muestras de efluente de bolsas 
del líquido de diálisis de pacientes sometidos a DP. 

2. Aislar y extraer el ADN circulante con el Kit de extracción a partir del 
efluente del líquido de diálisis de pacientes en tratamiento en diálisis 
peritoneal. 

3. Cuantificar el ADN mitocondrial por PCR con los cebadores 12S. 
4. Detectar diferencias de expresión en pacientes sometidos a diálisis 

peritoneal.  
 

3. Materiales y métodos 
Los estudios con muestras humanas se realizaron conforme a las 
recomendaciones de la Declaración de Helsinki 2008 y la Ley Orgánica 15/199 
de protección de Datos de Carácter Personal, tras la aprobación por el Comité 
de Ética de la Investigación de Galicia. 

 

3.1. Obtención del sobrenadante del líquido de diálisis 
El objetivo de este primer paso es la obtención del sobrenadante de las 
muestras de efluente peritoneal de pacientes en tratamiento con diálisis 
peritoneal en la Unidad de Diálisis del Complejo Hospitalario Universitario de A 
Coruña (CHUAC), conteniendo este el ADN circulante (Figura 3.1). 

 

Equipos y reactivos necesarios 

 Pipetas de 1000 µl. 

 Pipetus. 

 Tijeras o pinzas de clamp. 

 Bisturí. 

 Tubos Eppendorfs de 1500 µl. 

 Botes estériles de 500 ml. 

 Centrífuga BECKMAN COULERTM AllegraTM6 Centrifugue. 

 Alcohol. 

 Agua destilada. 
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Protocolo 

La bolsa de diálisis peritoneal se recoge en el Área de Diálisis Peritoneal del 
CHUAC (Figura 3.1.A). 

Una vez recogidas las bolsas, cada una de 2 l más o menos, vamos a la planta 
de cultivo donde realizaremos todo el proceso en la campana de cultivo celular 
manteniendo así las condiciones de esterilización. Además todo lo que entre en 
la campana se esterilizará. 

El primer paso es introducir el líquido de diálisis en botes de ½ l; para ello se 
campla la bolsa con unas pinzas de clamp, las cuales se ponen en el tubo que 
va de una bolsa a la otra de drenaje para cortar el posible flujo de un lado a 
otro. Posteriormente cortar con un bisturí estéril el tubo, desechando la bolsa 
de diálisis vacía, y así proceder al trasvase por presión del líquido de la bolsa a 
los botes intentando llenar los botes con cantidades iguales para que a la hora 
de realizar la centrifugación estén equilibrados (Figura 3.1.B). 

A continuación, centrifugar 10 minutos a 1200 rpm, para obtener la separación 
sobrenadante-pellet. Colocar los botes en paralelo con las tapas puestas 
comprobando antes que tengan el mismo peso (Figura 3.1.C). 

Mientras se realiza la centrifugación, coger unos tubos eppendorfs, los cuales 
marcamos, con un número identificador del paciente, para luego llenar con el 
dializado. 

Tras la centrifugación, los botes pueden estar abultados, deformados por la 
presión (Figura 3.1.D). Volver a la campana con los botes, donde pasaremos el 
sobrenadante a los tubos eppendorfs (Figura 3.1.C) con pipetas de 1000 µl 
(Figura 3.1.F). 

Una vez llenos los tubos, tapar y colocar en un soporte. Estos tubos eppendorfs 
se mantienen en hielo y posteriormente a 4°C hasta el día siguiente que 
realicemos la extracción de ADN mitocondrial. Si se va a tardar un tiempo 
mayor en realizar el siguiente procedimiento, se mantendrán a -80 °C hasta el 
momento de la extracción. 
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Figura 3.1. Desarrollo del procedimiento de obtención del sobrenadante del líquido de diálisis. 
(A) Bolsas de diálisis peritoneal. (B) Trasvase por presión el líquido de diálisis de las bolsas a 
unos botes de 500 ml. (C) Centrifugación. (D) Botes deformados por la presión tras la 
centrigugación. (E) Trasvase del sobrenadante de los botes a los tubos eppendorfs. (F) Pipeta 
(izq.) y pipetus (dcha.). Fotografías tomadas por Sara Yunta Sánchez. 

               

3.2. Extracción del ADN circulante 
Para ello se empleó el Kit de extracción DANAGENE Circulating DNA Minikit. 
Este proporciona un método rápido, seguro y conveniente para purificar y 
concentrar ADN circulante de elevada calidad, pureza y libre de inhibidores a 

A                                                                        B 

                                  

C                                                                        D 

                                 

E                                                                         F 
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partir de muestras frescas o congeladas de suero/plasma u otros fluidos 
biológicos de un volumen de 1 ml. 

Consiste en una serie de fases de purificación y posterior eliminación de las 
sustancias tampón para acabar pasando el ADN circulante de la columna a un 
tubo eppendorf (Figura 3.2). Normalmente el ADN circulante se encuentra 
altamente fragmentado 50-1000 pb. El grado de fragmentación depende de 
varios parámetros, así como el contenido de ADN circulante depende de las 
condiciones particulares de cada muestra, pero típicamente oscila en el rango 
de 0,1-100 ng/ml de efluente. 

 

Equipos y reactivos necesarios 

 Termobloque Biometra®TB7Thermoblock 

 Etanol 100% e isopropanol Sigma. 

 Microcentrífuga BECKMAN COULTERTM MicrofugeR R Centriguge. 

 Vortex Fisherbrand®. 

 Tubos Eppendorf de 1,5 y 2,0 ml. 

 Componentes Kit (Tabla 3.1): 

 
Reactivos 

Ref.0613.1 
50 

Extracciones 

 
Tª Stock 

Tampón Lisis PS 55 ml 15-25 °C 
Proteinasa K 2 x 100 mg -20 °C 
Tampón Desinhibición 18 ml 15-25 °C 
Tampón de Lavado 10 ml 15-25 °C 
Tampón de Elución 2 ml 15-25 °C 
MicroSpin Columnas 50 unidades 15-25 °C 
Tubos de Recogida 250 unidades 15-25 °C 
Tubos de 3 ml 50 unidades 15-25 °C 

Tabla 3.1. Componentes del Kit de extracción.  

 

Antes de comenzar el procedimiento hay que recomponer algunos de los 
elementos que lo constituyen. En concreto: 

Disolver la proteinasa K en 2 ml en agua libre de nucleasas y conservar a -20 
°C. 

Añadir 40 ml de etanol 100 % al tampón de lavado. Mantener el envase bien 
cerrado para evitar la evaporación del etanol. 

Añadir 10 ml de etanol 100 % al tampón de desinhibición. 

Precalentar el tampón de elución a 70 °C. 

A continuación, descongelar el efluente del líquido de diálisis (a 4 °C si estaban 
a -20 °C) y centrifugar a 14000 rpm durante 5 minutos a 4 °C para eliminar 
posibles células residuales y otros restos celulares que puedan permanecer e 
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interferir con la técnica. Utilizar el sobrenadante resultante para la extracción de 
ADN circulante. 

 

Protocolo 

Pipetear 1 ml de sobrenadante en un tubo eppendorf e incubar a 55 °C durante 
15 minutos (Figura 3.2.A). 

Centrifugar a 14000 rpm durante 5 minutos y a temperatura ambiente 
asegurando así una alta purificación sin restos de precipitado. 

Pasar el sobrenadante a los tubos de 3 ml que trae el Kit (Figura 3.2.B). Ahí 
añadir a cada tubo: 1000 µl de tampón lisis PS del Kit (rompe vesículas que 
contengan ADN) más 75 µl de Proteinasa K del Kit (permeabiliza la 
membrana). 

Agitar y mezclar bien. Incubar a 55 °C durante 15 minutos. 

Añadir 750 µl de isopropanol Sigma y mezclar bien por inversión. 

Pasar 700 µl de cada muestra a una MicroSpin columna (Kit) con su tubo de 
recolección. La capacidad de la columna son 800 µl, así que se hace lo 
siguiente 4 veces para pasar toda la muestra por la columna. 

Centrifugar a 8000 rpm durante 30 segundos. Eliminar el líquido del tubo de 
recolección y pasar otros 700 µl de muestra, así hasta pasar todo el volumen 
de la muestra por la columna. La última centrifugación a 14000 rpm durante 30 
segundos. 

Colocar la columna en un nuevo tubo de recolección y añadir 500 µl de tampón 
de desinhibición a la columna (Figura 3.2.C). 

Centrifugar a 14000 rpm durante 60 segundos y eliminar el líquido del tubo de 
recolección. 

Añadir 500 µl de tampón de lavado en la columna. Centrifugar a 14000 rpm 
durante 60 segundos y eliminar el líquido nuevamente. 

Centrifugar a 14000 rpm durante 3 minutos para eliminar el etanol residual. 

Eliminar el tubo de recogida e insertar la columna en un tubo eppendorf de 1,5 
ml. Añadir 30 µl de tampón de elución (precalentado a 70 °C) a cada columna. 
Incubar 2 minutos con los tubos abiertos a temperatura ambiente. 

Centrifugar a 10000 rpm durante 60 segundos. Recoger los 30 µl y volver a 
depositar en el centro de la membrana (esto hace aumentar el rendimiento). 

Incubar 2 minutos a temperatura ambiente y centrifugar a 14000 rpm durante 
60 segundos (Figura 3.2.D). 

Ahora el tubo eppendorf contiene el ADN circulante que se puede utilizar o 
almacenar a -20 °C. 
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Figura 3.2. Desarrollo del procedimiento de extracción del ADN circulante. (A) Termobloque 
con los tubos eppendorfs. (B) Tubos de 3 ml (tapa azul) con el sobrenadante, a los que se le 
añade el tampón lisis PS y la Proteinasa K del Kit. (C) Tubos de recolección con la columna 
(del Kit) a los que se le añade el tampón de desinhibición. (D) Centrífuga con las columnas 
insertadas en los tubos eppendorfs. Fotografías tomadas por Sara Yunta Sánchez. 

 

3.3. Cuantificación de ADN mitocondrial por PCR en tiempo real 
A partir de nuestro ADN circulante obtenido en el procedimiento anterior se 
realizará una PCR en tiempo real, un sistema basado en reporteros 
fluorescentes, para la posterior cuantificación del ADN mitocondrial. 

 

3.3.1. PCR en tiempo real 
Se trata de un método no específico basado en el uso de moléculas 
intercalantes con afinidad por el ADN de doble cadena y que al ser oxidados 
generan una señal fluorescente. La fluorescencia emitida es capturada en la 
etapa de extensión de cada ciclo y es proporcional al número de copias de 
ADN de doble cadena obtenidas en cada ciclo de la PCR. 

Es una técnica simple y rápida donde no hay manipulación post-PCR, 
permitiendo la detección de productos inespecíficos con la opción de la “curva 
de desnaturalización” así como la detección de más de un producto específico 
en una misma reacción. Por otro lado, tiene la desventaja de ser una técnica de 
PCR laboriosa y dificultosa de poner a punto, y altamente sensible. 

A                                                                           B 

                   

C                                                                            D 
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3.3.2. SYBR Green 
El reportero SYBR Green (Figura 3.3) es una molécula cargada positivamente 
que, mientras esté en solución sin unirse al ADN de doble cadena, 
prácticamente no emite fluorescencia; sin embargo, cuando se une al ADN 
incrementa hasta 1000 veces su fluorescencia (Tamay de Dios et al., 2013). 

 

Figura 3.3. Método no específico. Cuando el SYBR Green está unido al ADN de doble cadena, 
es excitado a una longitud de onda de 480 nm, mientras que la longitud de onda de emisión 
corresponde a 520 nm (Tamay de Dios et al., 2013). 

 

La ventaja de emplear como marcador este tipo de moléculas es que se puede 
incluir junto a los demás reactivos de PCR y detectar cualquier producto 
amplificado, independientemente de su secuencia. Los inconvenientes son que 
tanto los productos específicos como los no específicos generan señal, ya que 
puede unirse a cualquier molécula de ADN de doble cadena incluyendo 
dímeros de cebadores, y que no es posible detectar simultáneamente varias 
reacciones de amplificación distintas en el mismo tubo. Para evitar esta 
situación, se optimizan las reacciones realizando una comprobación de la 
técnica mediante una ‘’curva melting’’ o ‘’curva de disociación’’ (Figura 4.2.B) al 
final de la reacción, cuya función es la de evaluar si se formó un producto único 
o si hay presencia de productos no específicos (artefactos) como uniones 
inespecíficas de cebadores (por unión de los cebadores a secuencias 
parcialmente complementarias presentes en el ADN o ADN circulante de la 
muestra) o dímeros los cebadores (que pueden hibridarse entre ellos creando 
pequeños productos) ya que, cada gen tiene una temperatura de asociación 
(Tm) específica. Por lo que la curva de disociación de diluciones muestra el 
perfil de desnaturalización de los productos amplificados. Si un producto 
presenta un perfil de desnaturalización diferente (valores de Tm diferentes), 
significa que es otro producto (no específico) de amplificación, pudiendo ser 
dímeros. Además, el SYBR Green es una sonda reversible, ya que cuando el 
ADN se encuentra en hebra simple el SYBR Green deja de unirse y por tanto 
no emite fluorescencia. Esto ocurre por ejemplo en la etapa de 
desnaturalización, mientras que, en la etapa de extensión, el ADN se encuentra 
en hebra doble y el SYBR Green se une a este emitiendo fluorescencia. 
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3.3.3. Cebadores específicos (12S) 
Para el cálculo de copias de ADN mitocondrial se usan los primers o cebadores 
12S “forward” y “reverse” (Tabla 3.2), de ADN complementarias a uno de los 
extremos de cada una de las hebras del ADN mitocondrial, los cuales 
amplifican fragmentos del gen mitocondrial. 

GEN 
DIANA 

CEBADOR SENTIDO       
(5’->3’) 

CEBADOR ANTISENTIDO            
(3’->5’) 

AMPLICÓN 
(pb) 

12S CCACGGGAAACAGCAGTGAT CTATTGACTTGGGTTAATCGTGTGA 60 

Tabla 3.2. Diseño de los cebadores empleados en la PCR en tiempo real, utilizando la 
herramienta informática Primer3, los cuales fueron manufacturados por Sigma. La expresión 
12S se normalizó utilizando como gen de referencia el mitocondrial. Secuencia del cebador 
sentido 5’-3’ (Forward Primer 12S) y cebador antisentido 3’-5’ (Reverse Primer 12S), 
complementarias a los extremos de las hebras de ADN mitocondrial. 

 

Equipos y reactivos necesarios 

 Campana de esterilización con UV. DNA/RNA UV-CLEANER UVC/T-AR. 

 Mastermix (LightCycler 4800 SYBR Green I, cebadores 12S y agua libre 
de nucleasas). Master kit, Roche Diagnostics. 

 Microplacas de PCR de 96 pocillos. LightCycler 4800, Roche 
Diagnostics. 

 Pipetas. 

 Centrífuga BECKMAN COULERTM AllegraTM6 Centrifugue. 

 Termociclador de láser de PCR en tiempo real. LightCycler® 480 II, 
Roche Diagnostics. 

 

Protocolo 

El MasterMix se prepara en la campana de esterilización. Antes de comenzar 
es necesario encender los UV 20 minutos para esterilizar la zona de trabajo. 
Igualmente, al finalizar han de mantenerse encendidos 10 minutos para 
eliminar posibles restos de ADN (Figura 3.4). 

En placas de PCR se realiza la mezcla de 10 µl de SYBR Green, 0,3 µl de cada 
cebador 20 µM (sentido y antisentido) y 4,4 µl de agua libre de nucleasas del kit 
de PCR para completar hasta 15 µl totales. Dejar MasterMix en frío. 

En otra campana libre de UV, añadir 5 µl de la muestra de ADN circulante 
hasta completar 20 µl totales en cada pocillo de la placa (Figura 3.4.A). 

Se emplea un calibrador, de concentración conocida (Figura 4.1), para luego 
poder calcular las concentraciones problema respecto a este con la curva de 
calibrado (Figura 3.6). Del calibrador en lugar de 5 µl de muestra del ADN 
circulante, se añaden 2,5 µl de calibrador y 2,5 µl de agua del kit de PCR, para 
que su volumen final también sea 20 µl. 

También se ponen unos controles negativos de la técnica (Figura 4.1), lo más 
alejados de la muestra en la placa, en el que se añade solo la MasterMix y 
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agua del kit PCR, sin muestra, por lo que no debe producirse amplificación del 
ADN. 

Cada pocillo se hace por duplicado. 

No se usa un gen de referencia, no se hace relativa la cuantificación, sino que 
se extrapola de una concentración de una muestra de la que conocemos el 
número de copias. 

Centrifugamos la placa de PCR para homogeneizar la Mastermix con la 
muestra de ADN circulante durante 2 minutos a 2000 rpm. 

Pasamos la placa de PCR al Termociclador (Figura 3.4.B) para realizar la PCR 
en tiempo real. En el equipo escogeremos el programa adecuado (Figura 3.5). 
Se considera un resultado fiable si la amplificación se produce como máximo a 
35-40 ciclos. 

Como ya se ha comentado, el SYBR Green es una sonda inespecífica que se 
une a cualquier molécula de ADN de doble cadena; por ello, fue necesario 
realizar las curvas de melting o fusión (Figura 4.2.B), características del 
producto de PCR (dependiendo del tamaño y composición del amplicón). Para 
ello se realizó una etapa más de desnaturalización de 5 segundos a 95 °C, 
seguida de 1 minuto a 65 °C para que todas las hebras hibridasen de nuevo, 
alcanzando así el máximo de fluorescencia. Posteriormente se elevó la 
temperatura hasta 97 °C. La temperatura a la que la mitad de las hebras de 
ADN se encuentran disociadas es la temperatura de melting o temperatura de 
fusión (Tm). Esta temperatura debe ser la misma en cada gen analizado, por lo 
que este dato permite destacar aquellas muestras en donde se haya 
amplificado algo distinto a nuestro amplicón (Tm sería distinta debido a que se 
trata de uniones inespecíficas del cebador o primer). 

 

 

Figura 3.4. Desarrollo del protocolo de cuantificación de ADN mitocondrial a partir de PCR en 
tiempo real. (A) Microplacas de PCR con pocillos dentro de la campana de esterilización. (B) 
Termociclador de láseres de PCR en tiempo real. LightCycler® 480 II con el Sofware marca 
Philips. Fotografías tomadas por Sara Yunta Sánchez. 

 

A                                                                                  B 
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Figura 3.5. Programa de PCR escogido. Se programan 45 ciclos de amplificación que 
consisten en una primera etapa de 10 segundos a 95 °C para la desnaturalización de las 
dobles cadenas de ADN, seguida de una bajada de temperatura de 1 minuto a 62 °C para 
permitir el anillamiento de los cebadores con la secuencia diana del ADN de cadena única y 
una etapa de extensión de 5 segundos a 72 °C, en la que el ADN polimerasa realiza la síntesis 
de la nueva hebra de ADN. Datos proporcionados por el LightCycler® 480 Software. 
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Figura 3.6. Curva de calibrado. Método de química analítica empleado para medir la 
concentración de una sustancia en una muestra por comparación con una serie de elementos 
de concentración conocida, a fin de conocer la cantidad de ADN inicial. Los valores Cp medios 
en función de la cantidad de ADN inicial de todas las réplicas pueden representarse en un 
gráfico semilogarítmico. De este modo, la recta de calibrado para estos valores medios puede 
definirse gracias a una regresión lineal con un determinado coeficiente de correlación (r2) que, 
para ser considerado de calidad, debe poseer un valor de 0,9999. No obstante, han de 
representarse los errores, generalmente definidos según el rango de valores obtenidos para un 
punto. Gráfica proporcionada por el LightCycler® 480 Software. 

 

4. Resultados 
La cuantificación del ADN mitocondrial en el líquido de diálisis de pacientes 
sometidos a DP se ha realizado mediante PCR en tiempo real, permitiendo 
esta una detección rápida de los productos amplificados en cada ciclo de la 
reacción y una monitorización en tiempo real. 

Los sistemas de detección por fluorescencia empleados pueden ser de dos 
tipos: agentes intercalentes y agentes específicos macados con fluorocromos. 
Para este trabajo se ha recurrido al agente SYBR Green. 

El SYBR Green es un compuesto fluorescente que se intercala entre las bases 
de ADN de doble cadena, por lo que a medida que aumenta el número de 
copias del producto de PCR, aumenta la fluorescencia emitida. Mediante la 
herramienta de cuantificación de expresión relativa del software LightCycler 
480, la intensidad de la señal de fluorescencia es cuantificada y se realizan 
comparaciones entre los grupos basales y tratados teniendo en cuenta la 
eficiencia de la reacción y la normalización respecto al gen de referencia.  

No es suficiente con detectar la amplificación en tiempo real y capturar la 
fluorescencia de cada muestra. El análisis de la reacción es el paso final para 
determinar la cuantificación génica (Figura 4.1). Para ello los termocicladores 
están provistos de una PC con un software que generalmente son fáciles de 
usar. Este software genera una serie de gráficas en donde se muestran todos 
los datos necesarios para conocer si la reacción fue exitosa (Figura 4.2). Una 
de estas gráficas es la de amplificación (Figura 4.2.A) que muestra el curso y el 
progreso de la reacción, otra gráfica es la curva de disociación o curva de 
melting (Figura 4.2.B) que muestra información sobre la especificidad de la 
reacción. 
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Figura 4.1. Listado de los resultados de cuantificación de Cp de ADN mitocondrial en cada 
paciente, incluidos unos calibradores y negativos. Se adquieren los datos cuando la 
amplificación está todavía en la fase exponencial. Esto está determinado por la identificación 
del número de ciclos al cual la intensidad de emisión del fluoróforo aumenta con respecto al 
ruido de fondo. Datos proporcionados por el LightCycler® 480 Software. 
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Figura 4.2. Gráficas generadas por el software. (A) Curva de amplificación. En el eje «Y» se 
muestra la cantidad de fluorescencia y en el eje «X» los ciclos de la reacción. La amplificación 
se detecta en cada ciclo de la reacción, midiendo el incremento de la fluorescencia que es 
proporcional al aumento de ADN (B) Curva melting. Se puede observar un único pico de 
amplificación que corresponde a la curva de disociación o curva melting que indica la 
especificidad de la reacción, es decir, que los amplicones que se formaron son del tamaño 
esperado. La línea inferior corresponde al control negativo, el cual no amplificó. Gráficas 
proporcionadas por el LightCycler® 480 Software. 

 

Otro paso importante es elegir el tipo de cuantificación que se usará para 
determinar la amplificación; este procedimiento depende de los intereses del 
investigador. Para ello existen dos tipos de cuantificación: la absoluta y la 
relativa. La primera generalmente se utiliza para conocer el número exacto de 
copias amplificadas o la concentración precisa de ácidos nucleicos en una 

A 

 

B 
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muestra. La segunda se aplica cuando se desean evaluar los cambios en la 
expresión de genes en distintos estados fisiológicos (Tamay de Dios et al., 
2013). 

Para la cuantificación del ADN mitocondrial a partir de estos datos (Figura 4.1) 
empleamos la siguiente ecuación (Figura 4.3): 

 

Figura 4.3. Ecuación para la cuantificación de ADN mitocondrial. C = número de copias de 
ADN mitocondrial del sobrenadante del paciente “x”. Q = una media del Cp de las dos réplicas, 
siendo Cp los valores inversamente proporcionales a la cantidad de ADN inicial. El volumen de 
ADN de la muestra que empleamos para realizar la PCR fue 5 µl. Volumen de dilución 30 µl de 
tampón. Volumen del efluente 1000 µl. 

 

Ejemplo de una cuantificación: 

 

 

Los resultados obtenidos muestran claramente una diferencia en la cantidad de 
ADN mitocondrial en los diferentes pacientes: 

C337 = 9,54 copias de ADN mitocondrial 

C341 = 1,59 copias de ADN mitocondrial 

C344 = 1,91 copias de ADN mitocondrial 

C348 = 1,61 copias de ADN mitocondrial 

C349 = 6,84 copias de ADN mitocondrial 

C350 = 1,24 copias de ADN mitocondrial 

C366 = 7,50 copias de ADN mitocondrial 

C405 = 3,35 copias de ADN mitocondrial 

C406 = 1,34 copias de ADN mitocondrial 

C = Q · 
𝑣𝑜𝑙 𝑑𝑖𝑙𝑢𝑐𝑖ó𝑛

𝑣𝑜𝑙 𝐴𝐷𝑁 𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎
 · 

1

𝑣𝑜𝑙 𝑒𝑓𝑙𝑢𝑒𝑛𝑡𝑒 𝑙í𝑞𝑢𝑖𝑑𝑜 𝑑𝑖á𝑙𝑖𝑠𝑖𝑠
 

Paciente 337: 

CpA1-337 = 28,02 ------------ 1,68E3 

CpB1-337 = 28,19 ------------ 1,50E3 

C337 = 1,59 E3 · 
30 µl 

5 µl
 · 

1

1000 µl
  

C337 = 9,54 copias ADN mitocondrial 
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Observándose una mayor cantidad de ADNmt en los pacientes 337, 349 y 366 
en comparación con los demás pacientes como puede ser el 406, 
corroborándose en la curva de amplificación (Figura 4.1.B) que menos ciclos 
corresponde con una mayor expresión. 

 

5. Discusión 
En este trabajo hemos demostrado, por primera vez, que la cuantificación del 
ADN mitocondrial en el efluente del líquido de diálisis de pacientes sometidos a 
diálisis peritoneal es posible. Además hemos observado una diferencia 
importante en la cantidad de ADN mitocondrial entre los pacientes. En 
particular, se aprecia una mayor cuantificación en pacientes de primera 
conexión con respecto a los que llevan más tiempo en diálisis. Sería necesario 
realizar más estudios de cuantificación de ADN mitocondrial en laboratorio 
trasladándolos al ámbito clínico para confirmar que hay un claro resultado 
significativo. 

Esta gran diferencia de expresión en pacientes de primera conexión se puede 
deber a que la primera trasfusión de DP se realiza el mismo día de la cirugía 
abdominal del catéter donde ya se produce una gran agresión inicial. En este 
sentido, una posible solución podría ser la de alejar los días de la cirugía con la 
primera diálisis peritoneal. 

Como es evidente que el estrés oxidativo y la inflamación desempeñan un 
papel fundamental en la disfunción asociada a la edad y en patologías 
asociadas como el fallo de ultrafiltración peritoneal, los estudios con estrategias 
terapéuticas por componentes antioxidantes y antiinflamatorios está en pleno 
auge. El resveratrol, un fitoestrógeno atóxico, es una de las moléculas que se 
ha puesto una gran esperanza como como anti-oxidante y anti-inflamatorio. 
Así, en un modelo experimental de daño renal, la administración de resveratrol 
disminuyo la inflamación renal y mitigo la hipertensión (Javkhedkar et al., 
2015). Por lo que, el valor de los cultivos es indudable, pues a partir de las 
biopsias del peritoneo obtenidas tras la cirugía abdominal, de pacientes en DP, 
se puede valorar por fluorescencia las especies reactivas de oxígeno, ROS 
(totales y mitocondriales), el daño oxidativo mediante detección de alteraciones 
del ADN y peroxidación lipídica, así como, estudiar la TEM que finalmente 
conduce al daño del peritoneo, con un gran potencial clínico. 

Hay una necesidad de desarrollar biomarcadores que puedan ayudar a los 
clínicos a mejorar el riesgo de predicción de daño peritoneal, por lo que 
explorar nuevas vías de prevención y tratamiento del daño de membrana 
asociado a la diálisis peritoneal, incluyendo nuevos biomarcadores es de gran 
interés clínico. 

Se sugiere que el ADNmt de circulación en el plasma de pacientes podría servir 
como biomarcador, ya que todo parece indicar que la disfunción mitocondrial 
puede desempeñar un papel determinante en la patología del fallo de 
membrana peritoneal al participar en la TEM, por medio de un incremento en el 
nivel de estrés oxidativo y mediadores inflamatorios. Dada la facilidad y rapidez 
relativas de la medida del ADNmt, podría ser este un biomarcador valioso de la 
gravedad de los pacientes (Nakahira et al., 2013). 
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En este trabajo hemos podido sugerir la utilidad de la cuantificación del ADNmt 
en los pacientes sometidos a diálisis peritoneal como un posible nuevo 
biomarcador. Sin embargo, se hacen imprescindibles nuevos estudios que 
ilustren más detalladamente el mecanismo y los efectos fisiopatológicos del 
ADNmt (Qin et al., 2015). 

 

6. Conclusión  
Los resultados obtenidos han permitido extraer las siguientes conclusiones: 

Es posible cuantificar el ADNmt en el efluente del líquido de diálisis de 
pacientes sometidos a diálisis peritoneal llevando a la práctica los protocolos 
mencionados con anterioridad. 

Así mismo, la técnica de cuantificación de ADN mitocondrial permite detectar 
diferencias entre pacientes sometidos a diálisis peritoneal. 

En resumen, la cuantificación de ADN mitocondrial del líquido de diálisis, podría 
ser un biomarcador del nivel de inflamación crónica de la membrana peritoneal 
y, por lo tanto, un buen indicador de la calidad de la membrana peritoneal del 
paciente. 

 

6. Conclusión  
Os resultados obtidos permitiron extraer as seguintes conclusións: 

É posible cuantificar o ADNmt no efluente do líquido de diálise de pacientes 
sometidos a diálise peritoneal levando á práctica os protocolos mencionados 
con anterioridade. 

Así mesmo, a técnica de cuantificación de ADN mitocondrial permite detectar 
diferenzas entre pacientes sometidos a diálise peritoneal. 

En resumo, a cuantificación de ADN mitocondrial do líquido de diálise, podería 
ser un biomarcador do nivel de inflamación crónica da membrana peritoneal e, 
polo tanto, un bo indicador da calidade da membrana peritoneal do paciente. 

 

6. Conclusion 
According to the results we have obtaine we have reached to hese conclusions: 

It is possible to quantify of mitocondrial DNA in the dialysis fluid from patients 
undergoing peritoneal dialysis putting into practice the protocols we have 
mentioned previously. 

The technique of mitochondrial DNA quantification makes it possible to detect 
differences between patients put under peritoneal dialysis treatment.  

In conclusion, the quantification of the mitochondrial DNA from the dialysis 
liquid could be a biomarker of the level of chronic inflammation of the peritoneal 
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membrane and, therefore, a good indicator of the quality of the patients 
peritoneal membrane. 
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