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Resumen

Objetivos. EI consumo de una gran cantidad de etanol en un corto periodo de tiempo (binge drinking o
consumo intensivo) provoca dafio organico (como hepatopatia, neuroinflamacién o pérdida neuronal) en
buena parte por lainduccion de una respuesta inflamatoria. Sin embargo, no estén esclarecidos los
mecanismos que regulan larespuestainflamatoriatras el consumo agudo de alcohol. Este desconocimiento
contribuye ala ausencia de terapias para el dafio asociado al consumo intensivo de alcohol. Lareaccion en
cadena de la polimerasa en tiempo real (QRT-PCR) es el método estandar para el estudio de los cambios
relativos de expresion génica de ARN mensajero (ARNmM) en diferentes tejidos y/o condiciones
experimental es. Esta técnica requiere de estrategias de normalizacion de datos, de las que la més utilizada es
el uso de genes de referencia como control interno. Un gen de referenciaideal es aquel que expresa una
cantidad de ARNm de forma consistente en todas |as muestras bajo estudio, independientemente del tipo de
tgjido o condiciones experimentales. El objetivo de nuestro estudio fue validar genes de referencia candidatos
en muestras humanas de sangre periférica de pacientes con consumo intensivo de alcohol y en controles
sanos para el andlisis mediante PCR.

Métodos: Las muestras de sangre periféricafueron obtenidas de pacientes con intoxicacion alcohdlicay de
controles sanos con una ingesta menor de 10 g/dia de acohol. Se seleccionaron los genes de la actina, 36B4,
GAPDH, PPIB X2, YWHAZ y POLR2A como posibles genes de referencia por haber sido utilizados
previamente con este fin en diferentes tejidos. La expresion de ARNm fue examinada mediante el andlisis de
PCR cuantitativa usando €l equipo de PCR atiempo rea Step-One-Plus de Applied Biosystems. La
estabilidad de la expresion de los genes de referencia candidatos se evalué usando |os a goritmos estadisticos
GeNorm y NormFinder incorporados en el programa Genex y la plantilla de Excel del agoritmo BestK eeper.

Resultados: Se analizaron los niveles de expresion de ARN en 10 pacientesy en 10 controles. El andlisis de
la estabilidad de expresion de los genes de referencia candidatos evidencié que actinay GAPDH y 36B4
fueron |os genes de referencia més estables en las muestra de sangre periférica de pacientes con consumo
intensivo de alcohol y controles.


https://www.revclinesp.es

ACTHiA| Bild |GAFOs | PRl [FAMAT OULIL GbBi| Bl | ASTiA| B |TWAATROLEIA  ACTRMA QARDH| Bl | vaial| il ROLRDA

B -

e [y ol ke

Discusion: El analisis mediante gRT-PCR de la expresion génica rel ativa requiere de una adecuada estrategia
de normalizacién dado gue €l uso de genes de referenciainadecuados puede llevar a errores en |os resultados.
Diferentes estudios han demostrado variaciones en la expresion de genes de referencia en relacion con €l tipo
de muestras y las condiciones experimentales, por 10 que se hace necesario el uso de estrategias de validacion
paramejorar la sensibilidad de los resultados de la gqRT-PCR. Nuestros resultados demuestran que actina es
un gen de referencia estable en muestras de sangre periférica de pacientes con consumo intensivo de alcohoal.
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