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Introducción: 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
fisiológico provocados por el cáncer en tejidos epiteliales regulan
la expresión de las proteínas mica/micb en la superficie celular a
través de proteínas de choque térmico.1  El Virus del Papiloma
Humano (VPH) de alto riesgo es el causante del cáncer
cervicouterino, y ocupa la segunda mayor incidencia en mujeres
de nuestro país.2  Es posible que exista una regulación en la
expresión de los genes MICA/MICB entre las distintas
neoplasias intraepiteliales cervicales (NICI, NICII y NICIII) y
cáncer por la presencia de VPH de alto riesgo.

Objetivo: Establecer las condiciones óptimas para cuantificar la
expresión de los genes MICA/MICB en tejidos endocervicales.
Metodología: Muestras: Se utilizaron muestras de raspado
endocervical: 10 con VPH(-) para determinar las condiciones de
extracción de ARN y de RT-PCR, y 5 con VPH(+) de pacientes
con NICI, de los cuales de 3 se conocía su genotipo. Extracción
de ADN/ARN: Se realizaron las extracciones de ADN con el
uso del kit QIAamp®UltraSensTM y de ARN total por el méto-
do de triZol en muestras de raspados endocervicales.  Clonación
de MICA/MICB y ARNr en plásmidos: Para realizar la curva de
calibración se clonaron los fragmentos amplificados de MICA/
MICB y ARNr en el plásmido pCR® 4-Topo de Invitrogen.  RT-
PCR tiempo real:  Se amplificó 440 pb del gen MIC A, y 320 pb del
gen MICB usando los primers y sondas TaqMan de Schrambach
S y colaboradores.3  El amplicón de 240 pb del ARNr 18S  fue
mediante primers y sonda determinados en el laboratorio.  Los
niveles de expresión de MICA y MICB fueron balanceados usan-
do el gen constitutivo: ARNr 18S.

Resultados:  Se obtuvieron las condiciones óptimas para la
extracción de ARN  y la RT-PCR como se observa en la curva de
calibración que se realizó a partir de diluciones 1:10 de los
plásmidos de cada uno de los genes mencionados con una r2=
0.99 y m= -3.39 (Figura 1).  Se determinó la cuantificación relati-
va de de los genes MICA y MICB en las 8 muestras endocervicales.
Cinco de las muestras VPH(+), se observó una expresión ma-
yor de MICB con respecto a MICA de aproximadamente 2 ve-
ces, mientras que en las 2 muestras VPH(-) se observó una
expresión similar en ambos genes (Cuadro I).

Discusión:  Los plásmidos obtenidos para los genes MICA,
MICB y ARNr 18S son útiles para realizar una curva de calibra-
ción que permitan asignar valores reales, y por lo tanto, una
cuantificación absoluta (Figura 1).  En el presente trabajo se
realizaron cuantificaciones relativas en muestras endocervicales
con NICI y fue factible determinar que la expresión de MICB se
expresa aproximadamente el doble con respecto a MICA en

condiciones de estrés fisiológico por la presencia de VPH,  mien-
tras que en las muestras ausentes de VPH la expresión de am-
bos genes fueron semejantes (Cuadro I).  Esto sugiere que la
presencia de VPH en un NICI es un factor que sobreexpresa
MIC B.  Con la finalidad de determinar sí esto es real, se proce-
sarán un número mayor de muestras endocervicales para
cuantificación absoluta de ambos genes.

Conclusión:  Se determinaron las condiciones óptimas para
realizar una cuantificación de los genes MICA y MICB en tejidos
endocervicales, a través de la calibración  mediante plásmidos y
nivelación por el ARNr 18S.
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R = 1.00000
RA2 = 0.99999
M =-3.393
B  = 35.949
Eficiencia = 0.97

Cuadro I.  Cuantificación relativa de la expresión de MICA
y MICB

Edad VPH Genotipo Expresión 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

Figura 1. Curva de calibración de MICA.
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