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Resumen

Objetivos: El consumo de una gran cantidad de etanol en un corto periodo de tiempo (binge drinking
0 consumo intensivo) provoca dafio organico (como hepatopatia, neuroinflamacion o pérdida
neuronal) en buena parte por la induccién de una respuesta inflamatoria. Sin embargo, no estan
esclarecidos los mecanismos que regulan la respuesta inflamatoria tras el consumo agudo de
alcohol. Este desconocimiento contribuye a la ausencia de terapias para el dafio asociado al consumo
intensivo de alcohol. La reaccién en cadena de la polimerasa en tiempo real (JRT-PCR) es el método
estandar para el estudio de los cambios relativos de expresion génica de ARN mensajero (ARNm) en
diferentes tejidos y/o condiciones experimentales. Esta técnica requiere de estrategias de
normalizacion de datos, de las que la mas utilizada es el uso de genes de referencia como control
interno. Un gen de referencia ideal es aquel que expresa una cantidad de ARNm de forma
consistente en todas las muestras bajo estudio, independientemente del tipo de tejido 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 analisis mediante PCR.

Métodos: Las muestras de sangre periférica fueron obtenidas de pacientes con intoxicacion
alcohodlica y de controles sanos con una ingesta menor de 10 g/dia de alcohol. 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 expresién de ARNm fue
examinada mediante el analisis de PCR cuantitativa usando el equipo de PCR a tiempo real Step-
One-Plus de Applied Biosystems. La estabilidad de la expresion de los genes de referencia
candidatos se evalud usando los algoritmos estadisticos GeNorm y NormFinder incorporados en el
programa Genex y la plantilla de Excel del algoritmo BestKeeper.

Resultados: Se analizaron los niveles de expresion de ARN en 10 pacientes y en 10 controles. El
analisis de la estabilidad de expresién de los genes de referencia candidatos evidencid que actina y
GAPDH y 36B4 fueron los genes de referencia mas estables en las muestra de sangre periférica de
pacientes con consumo intensivo de alcohol y controles.
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Discusion: El analisis mediante qRT-PCR de la expresion génica relativa requiere de una adecuada
estrategia de normalizacion dado que el uso de genes de referencia inadecuados puede llevar a
errores en los resultados. Diferentes estudios han demostrado variaciones en la expresion de genes
de referencia en relacién con el tipo de muestras y las condiciones experimentales, por lo que se
hace necesario el uso de estrategias de validacion para mejorar la sensibilidad de los resultados de
la qRT-PCR. Nuestros resultados demuestran que actina es un gen de referencia estable en muestras
de sangre periférica de pacientes con consumo intensivo de alcohol.
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