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Introduccion: Los genes MICA/MICB se localizan en el
cromosoma 6 en el locus p21.3 y se expresan principalmente en
tejidos de origen epitelial. Reportes recientes indican que el estrés
fisiolégico provocados por el cancer en tejidos epiteliales regulan
la expresion de las proteinas wica/ mich en la supetficie celular a
través de proteinas de choque térmico.! El Virus del Papiloma
Humano (VPH) de alto riesgo es el causante del cancer
cervicouterino, y ocupa la segunda mayor incidencia en mujeres
de nuestro pais.” Es posible que exista una regulacion en la
expresion de los genes MICA/MICB entre las distintas
neoplasias intraepiteliales cervicales (NICI, NICII y NICIII) y
cancer por la presencia de VPH de alto riesgo.

Objetivo: Establecer las condiciones 6ptimas para cuantificar la
expresion de los genes MICA /MICB en tejidos endocetvicales.
Metodologia: Muestras: Se utilizaron muestras de raspado
endocervical: 10 con VPH(-) para determinar las condiciones de
extraccion de ARN y de RT-PCR, y 5 con VPH(+) de pacientes
con NICI, de los cuales de 3 se conocia su genotipo. Extraccidn
de ADN/ARN: Se realizaron las extracciones de ADN con el
uso del kit QIAamp®UltraSens™ y de ARN total por el méto-
do de triZol en muestras de raspados endocervicales. Clonacion
de MICA/MICB y ARNt en pldsmidos: Para realizar la curva de
calibracién se clonaron los fragmentos amplificados de MICA/
MICB y ARN¥ en el plasmido pCR® 4-Topo de Invitrogen. RT-
PCR tiempo real: Se amplificé 440 pb del gen MIC A, y 320 pb del
gen MICB usando los primers y sondas TagMan de Schrambach
S y colaboradores.” El amplicon de 240 pb del ARNr 18S fue
mediante primers y sonda determinados en el laboratorio. Los
niveles de expresion de MICA y MICB fueron balanceados usan-
do el gen constitutivo: ARNr 188S.

Resultados: Se obtuvieron las condiciones éptimas para la
extraccion de ARN yla RT-PCR como se observa en la curva de
calibracion que se realiz6 a partir de diluciones 1:10 de los
plasmidos de cada uno de los genes mencionados con una =
0.99 y m=-3.39 (Figura 1). Se determind la cuantificacion relati-
vade de los genes MICA y MICB en las 8 muestras endocervicales.
Cinco de las muestras VPH(+), se observo una expresion ma-
yor de MICB con respecto a MICA de aproximadamente 2 ve-
ces, mientras que en las 2 muestras VPH(-) se observé una
expresion similar en ambos genes (Cradro I).

Discusion: Los plasmidos obtenidos para los genes MICA,
MICB y ARNr 188 son utiles para realizar una curva de calibra-
cién que permitan asignar valores reales, y por lo tanto, una
cuantificacion absoluta (Figura 7). En el presente trabajo se
realizaron cuantificaciones relativas en muestras endocervicales
con NICI y fue factible determinar que la expresion de MICB se
expresa aproximadamente el doble con respecto a MICA en
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Figura 1. Curva de calibracién de MICA.

Cuadro I. Cuantificacién relativa de la expresiéon de MICA

y MICB
Edad VPH Genotipo Expresion del gen MICB/MICA
16 18 MICA MICB
29 + + 1.3 1.83 1.41
27 + + 0.39 0.79 2.02
29 + + 1.06 1.49 1.40
36 + 0.55 0.95 1.73
34 + 0.38 0.67 1.76
24 - 0.86 1.16 1.35
30 - 0.57 0.65 1.14

condiciones de estrés fisiolbgico por la presencia de VPH, mien-
tras que en las muestras ausentes de VPH la expresion de am-
bos genes fueron semejantes (Cwuadro I). Esto sugiere que la
presencia de VPH en un NICI es un factor que sobreexpresa
MIC B. Con la finalidad de determinar si esto es real, se proce-
saran un nimero mayor de muestras endocervicales para
cuantificacion absoluta de ambos genes.

Conclusion: Se determinaron las condiciones 6ptimas para
realizar una cuantificacion de los genes MICA y MICB en tejidos
endocervicales, a través de la calibraciéon mediante plasmidos y
nivelacion por el ARNr 18S.
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