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Inactivación del gen CDKN2A (p16)
en cáncer de la vesícula biliar

Juan Carlos Roa S1, Quynh Vo2, Juan Carlos Araya O1,
Miguel Villaseca H1, Pablo Guzmán G1, Gilda Ibacache S1,
Xabier de Aretxabala U3, Iván Roa E1.

Inactivation of CDKN2A gene (p16)
in gallbladder carcinoma

Background: The CDKN2A gene encodes a cyclin dependent ki-
nase inhibitor, p16, which promotes cell cycle arrest. Methylation of the promoter region trans-
criptionally inactivates the gene. Aim: To study the relationship between methylation status of
the prometer region of p16 gene, the immunohistochemical expression of p16 and clinical and
morphological features of gallbladder carcinoma. Material and methods: We analyzed the
methylation status of the promoter region of the CDKN2A gene in gallbladder adenocarcinomas
using methylation specific PCR (MSP). We also used microsatellite markers near the CDKN2A
gene to detect allelic imbalance (AI) and examined the tumors by immunohistochemistry (IHC)
for p16 expression. Results: Of 38 gallbladder adenocarcinomas analyzed by IHC, 11 cases
(29%) were negative for p16 protein. Nine (24%) had methylation of the promoter region of the
CDKN2A gene. Twenty nine cases were negative for methylation, but four (14%) of these 29 ex-
hibited AI at one or more of the microsatellite markers. CDKN2A promoter methylation was not
associated with microsatellite instability (MSI-H). Conclusions: The inactivation of CDKN2A by
methylation and/or deletion might play an important role in gallbladder carcinogenesis (Rev
Méd Chile 2004; 132: 1369-76).
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El cáncer de la vesícula biliar es la principal
causa de muerte por cáncer en Chile en

mujeres sobre 40 años. Esta enfermedad tiene una
tasa de mortalidad de 35,2/100.000 habitantes en
este grupo, y de 11,8/100.000 en la población
general1-4.

El gen CDKN2A es un gen supresor de
tumores, que codifica una proteína conocida
como p16, que es un inhibidor de una ciclina
dependiente de quinasa5,6. La expresión reducida
de p16 resulta en una mayor actividad de la
ciclina D dependiente de quinasa, y por lo tanto
en una fosforilación aberrante del gen retinoblas-
toma (RB), la cual subsecuentemente acelera el
crecimiento celular7,8. La acción de la inactivación
del gen CDKN2A en la carcinogénesis ha sido
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intensamente estudiada en una variedad de tumo-
res, buscando básicamente deleción homocigota o
mutaciones puntuales genómicas9. Sin embargo,
estos dos mecanismos no han podido explicar
completamente la extensa pérdida de la expresión
inmunohistoquímica de p16 en algunos de estos
tumores. La hipermetilación de los islotes de CpG
(secuencias repetidas de citocinas y guaninas) del
gen CDKN2A en su área promotora, ha sido
demostrada como un mecanismo alternativo para
la pérdida de expresión de p16.

En este estudio determinamos la relación entre
la metilación del área promotora, el desbalance
alélico como mecanismo de inactivación del gen
p16 y la expresión inmunohistoquímica de p16 en
los cánceres de vesícula biliar con aspectos clíni-
cos y morfológicos de estos tumores; además de
examinar el estatus de metilación del gen p16
usando un test de metilación específica mediante
PCR (MSP), y estudios inmunohistoquímicos y de
desbalance alélico.

MATERIALES Y MÉTODOS

Muestras. Se seleccionaron 38 casos de cáncer de
vesícula biliar de los archivos del Departamento
de Anatomía Patológica de la Universidad de La
Frontera, correspondiente a material fijado en
formalina y embebido en parafina, además de 21
casos de colecistitis crónica inespecífica, como
control.

Se registraron antecedentes generales como
raza, edad, sexo de los pacientes, y datos morfoló-
gicos de los tumores, los cuales fueron obtenidos
de los registros médicos o de los informes de
biopsia.

Para la etapificación se utilizó los criterios
estándar de la TNM («American Joint Commitee on
Cancer»), 199710,11. Todas las muestras y la infor-
mación de los pacientes fueron obtenidas con la
aprobación del Comité de Ética Institucional de la
Universidad de La Frontera y del Servicio de Salud
regional.

Selección de muestras y extracción de ADN. Se
realizaron secciones de 6 micras de espesor, las
cuales fueron procesadas en una manera diseñada
para evitar contaminación cruzada en la zona de
técnica histológica11. Para la disección mecánica,

las láminas fueron desparafinadas previo a su
disección y luego digeridas con proteinasa K11 y
usado como un ADN blanco para PCR sin purifica-
ción adicional.

Análisis de microsatélites para desbalance alélico.
Los partidores usados para el análisis de desbalan-
ce alélico fueron el D9S1748 y el D9S171 (número
de acceso Genbank X62928). Se realizó el análisis
del ADN proveniente de células tumorales y de
células no tumorales pareadas de cada caso. Estos
correspondieron a linfocitos del infiltrado inflama-
torio asociados a las colecistitis crónicas inespecí-
ficas y los tumores de cada paciente en estudio.
Uno de los iniciadores de cada par fue marcado
con γ-32P-ATP con una polinucleótido-kinasa
(PNK). Las mezclas de PCR contenían 100 nM
(nanomoles) de cada iniciador, 200 uM (micromo-
les) de cada dinucleótido y una concentración de
cloruro de magnesio de 1,5 mM. Las temperaturas
de hibridación de cada marcador fueron de 60° y
de 57°, respectivamente. Las amplificaciones fue-
ron realizadas mediante 40 ciclos. Los productos
PCR fueron mezclados con un colorante denatu-
rante (Formamida) e incubado por 5 min a 95°.

Para la detección de desbalance alélico, los
productos PCR fueron sometidos a electroforesis y
los geles fueron revelados mediante autorradio-
grafía12. Se consideró a un caso como informativo
en el cual se pudo reconocer 2 grupos principales
de bandas en los geles para cada caso, indicando
que el individuo tenía 2 alelos diferentes en cada
locus (heterocigoto), la relativa intensidad de las
bandas fue determinada mediante inspección vi-
sual (Figura 1).

Los tumores de vesícula biliar en este estudio
fueron previamente categorizados por las recomen-
daciones del taller en inestabilidad microsatelital del
Instituto Nacional del Cáncer de Estados Unidos de
Norteamérica (USA)13. Siguiendo estas directrices, se
usaron 5 marcadores recomendados por la conven-
ción, BAT25, BAT26, D2S123, D5S346 y D17S250.
Los casos fueron designados como de alta frecuen-
cia de inestabilidad microsatelital (MSI-H) o de baja
frecuencia de inestabilidad microsatelital (MSI-L) o
sin inestabilidad microsatelital (MSS), dependiendo
de si la amplificación de ADN de los tumores
producía bandas con movilidad alterada en la
electroforesis en más o menos de 30% o ninguno de
los marcadores usados, respectivamente.
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iniciadores de PCR descritos por Herman et al15

aprovechan estas diferencias para discriminar en-
tre aquellas frecuencias metiladas y no metiladas
(Figura 2). Uno de los iniciadores de cada par fue
marcado con γ32-ATP con polinucleótido-kinasa
(PNK). Las mezclas de PCR contenían 100 nm de
cada primer, 200 mM de cada dinucleótido y una
concentración de magnesio de 1,5 mM. Las tem-
peraturas óptimas de hibridación fueron de 60°C y
63°C para los iniciadores que detectaban el ADN
no metilado y metilado, respectivamente. Las
amplificaciones se realizaron mediante 40 ciclos.

Inmunohistoquímica. Se utilizó una técnica estándar
de streptavidina-biotina, previamente descrita16. Pre-
vio a la incubación del anticuerpo primario (anti-
cuerpo monoclonal 16 clon F-12 1/100, Santa Cruz,
San Diego, CA), las secciones histológicas fueron
pre-tratadas con recuperación antigénica mediante
microondas en buffer EDTA. La ausencia de tinción
en el área con lesión fue considerada como un
resultado positivo. Se utilizó control interno de
patrón inmunohistoquímico alterados (Figura 3).

Estadística. La relación entre el estatus de metila-
ción del p16 y las variables categóricas, tales como
género, sitio y grado de diferenciación, fueron
analizadas utilizando el test del chi-cuadrado, o el
test exacto de Fisher. Las curvas de sobrevida de
Kaplan-Meier curve fueron construidas con Winstat
software (Robert K Fitch software).

RESULTADOS

Inactivación del gen CDKN2A. Los resultados del
análisis de metilación del área promotora de
CDKN2A en los cánceres de la vesícula biliar se
muestran en la Tabla 1. La reacción específica para
la secuencia no metilada promotora fue amplifica-

FIGURA 1. Film de autorradiografía para el microsatéli-
te D9S1478 que muestra en el segundo caso la
ausencia de un grupo de bandas correspondientes al
alelo superior cuando es comparado con el ADN
normal (N) adyacente (desbalance alélico) en el otro
caso se observa la ausencia del alelo inferior tanto en
el ADN tumoral como normal.

FIGURA 2. Test de metilación específica por PCR donde se observan 2 líneas por cada caso para ADN metilado
y no metilado. El gel no diferencia entre 150 y 151 pares de bases, sin embargo, son reacciones de PCR con
pares de iniciadores diferentes.
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Modificación del ADN con bisulfito y test de meti-
lación específica mediante PCR (MSP). El princi-
pio de la modificación de ADN con la técnica de
bisulfito de sodio se basa en su capacidad de
convertir a todos los residuos de citosina (C) no
metiladas en uracilos (U), mediante deaminación,
pero cuando la citosina está metilada es resistente
a la reacción y permanece como citosina14. Los
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de los 38 tumores de vesícula biliar (Tabla 1).
Ejemplos de los resultados de análisis de desbalan-
ce alélico son mostrados en la Figura 1. Ninguno de
los adenocarcinomas de vesícula biliar mostró ya
sea desbalance alélico y metilación en el área
promotora, simultáneamente.

Evaluación inmunohistoquímica en la expresión de
p16. En las inmunotinciones, la mayoría de los
carcinomas de vesícula biliar mostraron una activi-
dad nuclear que varió de intensidad, desde débil a
intensa en un patrón en mosaico a través de todo
los tumores estudiados. La proporción de células
positivas varió desde 10% a 80%. Las secciones
fueron examinadas para evidenciar la reacción
nuclear más que la tinción citoplasmática. La
tinción citoplasmática por sí misma no fue conside-
rada. Si había tinción nuclear en un patrón difuso o
mosaico a través de un tumor, ésta fue considerada
positiva para p16, pero si la tinción nuclear fallaba,
mientras ésta se encontraba entremezclada con
células no neoplásicas que reaccionaban positiva-
mente, la lesión fue considerada negativa, un
subgrupo de cánceres de vesícula biliar tuvo un
patrón de tinción heterogéneo con áreas claramen-
te positivas y claramente negativas17.

Los resultados de la inmunohistoquímica se
correlacionaron con los resultados de la inactiva-
ción de p16. Una alta y significativa asociación
(p=0,002) fue detectada entre la ausencia de p16
por inmunohistoquímica, metilación del área pro-

Tabla 1. Mecanismos de inactivación de CDKN2A y IHC de p16 n=38

IHC negativo IHC positivo Total

Metilación del área promotora
Presente 8 1 9 (24%)
Ausente 4 25 29 (76%)

Desbalance alélico
Presente 1 3 4 (10%)
Ausente 11 23 34 (89%)

Inactivación CDKN2A*
Metilación + desbalance alélico

Presente 9 4 13 (34%)
Ausente 3 22 25 (76%)

*p= 0,002
IHC = Inmunohistoquímica

FIGURA 3. Inmunohistoquímica para p16 donde se
observa la ausencia de tinción nuclear en las células
tumorales y su presencia en el infiltrado inflamatorio
peritumoral.
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da en todos los tumores produciendo una banda
de 151 Pb. La amplificación del ADN tumoral por
los iniciadores específicos para las secuencias
metiladas fue detectada en 24% de los 38 cánceres
de vesícula biliar produciendo una banda de 150
pb (Figura 2). El desbalance alélico en uno o más
marcadores microsatelitales fue detectado en 11%
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motora del gen CDKN2A y de desbalance alélico
en los locus estudiados. 78% de los adenocarcino-
mas de vesícula biliar que demostraron una
inmunorreactividad negativa tuvieron ya sea meti-
lación del área promotora o desbalance alélico,
todos excepto uno de los tumores que demostra-
ron tinción positiva para p16 fueron encontrados
no metilados. En contraste el patrón de tinción
inmunohistoquímica no estuvo asociado a la
presencia o ausencia de desbalance alélico.

Correlación con los aspectos clínicos y patológicos. La
inactivación de CDKN2A, ya sea por desbalance
alélico o por metilación del área promotora mostró
una tendencia no significativa a ser más frecuente en
pacientes de raza mapuche y de sexo masculino. La
inactivación de CDKN2A ya sea por metilación y/o
deleción alélica mostró una tendencia no significati-
va a peor pronóstico (p=0,09). No se encontró
relación entre la inactivación del gen CDKN2A con
otras características clínicas o morfológicas (Tabla 2).

Sobrevida. La sobrevida de los pacientes que
mostraron inactivación del CDKN2A, ya sea a

través de desbalance alélico o metilación del área
promotora, no tuvieron una significativa mejor
sobrevida que aquellos pacientes que tuvieron
tumores que no mostraron inactivación del gen. No
se estratificaron los pacientes para descartar facto-
res confundentes debido al tamaño de la muestra.

DISCUSIÓN

En el proceso de la progresión del cáncer en
múltiples etapas, la expresión anormal de los
genes puede ser controlada por mecanismos
epigenéticos. Los mecanismos epigenéticos cau-
san una expresión anormal génica sin un cambio
en la secuencia del ADN. El gen supresor de
tumores CDKN2A usualmente se inactiva median-
te 3 mecanismos en las neoplasias en humanos: la
deleción homocigota, las mutaciones puntuales y
la metilación de las áreas promotoras17-19. La
hipermetilación en los islotes CpG en las áreas
promotoras, produce una modificación en la
configuración tridimensional del ADN, lo cual
modifica los puntos de contacto específicos de las

Tabla 2. Metilación de CDKN2A y variables clínico patológicas (n=38)

Metilado No metilado Total

Etnia
Mapuche 2 11 13 (34%)
No mapuche 9 16 25 (66%)

Edad promedio
<40 6 8 14 (37%)
>40 7 17 24 (63%)

Género
Masculino 3 1 4 (11%)
Femenino 10 24 34 (89%)

Grado de diferenciación
Bien 5 10 15 (40%)
Moderado 7 9 16 (42%)
Poco 1 6 7 (18%)

Etapa
Incipiente 7 11 18 (47%)
Avanzado 6 14 20 (53%)

Inestabilidad microsatelital
MSI-H (alto grado) 3 4 7 (18%)
MSI-L (bajo grado) 5 12 18 (47%)
MSS (estable) 3 7 13 (35%)
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proteínas y factores transcripcionales que permi-
ten la regulación y expresión del ADN causando
silencio génico. La inhabilidad para transcribirse
de los genes supresores de tumores resulta de una
disfunción de los genes que induce al desarrollo
de carcinomas20,21.

La metilación de las áreas promotoras del gen
CDKN2A están asociadas con un bloqueo trans-
cripcional completo en tumores de cabeza y
cuello, pulmón, cerebro, mama, colón, esófago y
líneas celulares de cáncer de vejiga9. Más aún
tales eventos de metilación son responsables por
el silenciamiento de varios otros genes conocidos
que codifican proteínas importantes en el desarro-
llo tumoral como la caderina E14, el gen de Von
Hippel-Lindau (VHL)14, el gen supresor de tumo-
res BRCA1, del cáncer de mamas22 y genes de
reparación (MMR) del ADN con el gen hMLH123.

Muchas de las líneas celulares de sistema
nervioso central, melanomas, osteosarcoma, carci-
nomas de mama, riñón, vejiga y ovario24 demues-
tran frecuentes lesiones homocigotas del gen
CDKN2A. Para los adenocarcinomas pancreáticos
de los cuales el 98% de los tumores demuestra
ausencia del p16, 48% de alteraciones genéticas
en el gen CDKN2A son de lesiones homocigotas y
34% están asociadas con una pérdida de heteroci-
gocidad (LOH), mientras el resto está relacionada
con un silenciamiento mediante metilación de las
áreas promotoras25. Más aún la pérdida del cro-
mosoma 9p21 es común en los carcinomas del
tracto de vía biliar y de la vesícula biliar26,27. En
nuestro estudio encontramos que el 11% de los
adenocarcinomas exhibían desbalance alélico en
uno de los microsatélites que flanquean la región
del cromosoma 9p en el cual el gen CDKN2A está
localizado (Tabla 1).

La mutación es un mecanismo de inactivación
que ha sido descrito entre el 24,5% y 30,7% de los
carcinomas de vesícula biliar28,29. Sin embargo,
otros reportes han hecho referencia a altas fre-
cuencias en los cánceres del tracto biliar y en sus
líneas celulares pero no en los carcinomas de
vesícula biliar26,27.

Existen escasas comunicaciones acerca del esta-
do de metilación del CDKN2A y cáncer de vesícula
biliar. Una de ellas estudió 68 cánceres de vesícula
biliar de una población china encontrando una
frecuencia de metilación de 14,8% y de 72,7% de
LOH del gen CDKN2A y otra serie de 54 casos de

tumores primarios de vesícula biliar incluyendo un
subgrupo de pacientes chilenos con una frecuencia
de metilación de 56% sin mostrar diferencias
significativas con los otros pacientes estudia-
dos29,30. En este estudio demostramos que 24% de
nuestros adenocarcinomas de vesícula biliar tienen
metilación en la zona promotora del gen CDKN2A
(Tabla 1). Tres estudios inmunohistoquímicos mos-
traron negatividad de p16 en porcentajes que
variaron de 23% a 75%27,28,31. Observamos en este
estudio que 78% (8 de 11 de las muestras con
ausencia de p16 mediante inmunohistoquímica)
tuvo metilación de la zona promotora del gen
CDKN2A (Tabla 1). Estos datos indican que un
importante mecanismo en la pérdida de p16 es la
metilación del promotor del gen CDKN2A.

Encontramos, ya sea metilación en el área
promotora del gen o desbalance alélico en 3 de 7
(43%) de los tumores con inestabilidad microsate-
lital de alto grado, sin embargo esta tendencia no
fue estadísticamente significativa.

Además, al correlacionar los mecanismos de
inactivación con características clínico-patológicas,
encontramos que hubo una tendencia no significa-
tiva a una menor inactivación en pacientes con raza
mapuche (2 de 13= 18%) que el resto de la
población 9/25, 56% (la mayoría de origen espa-
ñol) (Tabla 2). En un estudio previo nosotros
encontramos diferencias significativas y una mayor
frecuencia de inestabilidad microsatelital entre indi-
viduos mapuches (0%) y el resto de la población
(19%) (Roa JC datos no publicados), estos son
ejemplos de epidemiología molecular con diferen-
tes predisposiciones genéticas para cierto tipos de
cánceres entre diferentes grupos étnicos32-34.

Observamos que más hombres (75% 3/4), que
mujeres (42% 10/24) tuvieron adenocarcinoma de
vesícula biliar con inactivación del CDKN2A en
nuestro estudio, pero la diferencia no fue signifi-
cativa, factores hormonales pueden contribuir a
esa tendencia (Tabla 2). Los factores hormonales
juegan un importante rol en ciertas neoplasias,
tales como el cáncer de mama35. La incidencia del
cáncer de vesícula biliar en mujeres, es 6 veces
más alta que en los hombres36. En general los
presuntos mecanismos que generan esta diferen-
cia son todavía desconocidos, pero claramente los
estrógenos podrían jugar un importante rol in-
fluenciando el desarrollo de cálculos de la vesícu-
la biliar en las primeras etapas de la
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carcinogénesis misma37. Más aún, los altos niveles
de estradiol han sido correlacionados con un
mayor riesgo a desarrollar cáncer de mama38.

Nuestros resultados mostraron una tendencia no
significativa de peor pronóstico en el grupo de
pacientes con inactivación del gen CDKN2A
(p=0,09) este hecho concuerda con estudios en
tumores de vesícula biliar y de otros órganos29,39-41.

Dos tumores en este estudio fueron p16 negati-
vo mediante inmunohistoquímica pero no exhibie-
ron ni desbalance alélico ni metilación del área
promotora. Estos tumores pueden poseer otras
anormalidades tales como mutaciones puntuales
del CDKN2A. Otra explicación podría ser una
limitación técnica en los métodos empleados. No

podemos excluir la pérdida de la actividad de p16
incluso en algunos casos inmunohistoquímicamen-
te positivos debido a que las mutaciones puntuales
pueden dar origen a proteínas p16 no funcionales
las cuales son aún detectables mediante IHC.

En conclusión, en 34% de los carcinomas de
vesícula biliar encontramos la inactivación del gen
CDKN2A principalmente con metilación del área
promotora (24%) y una menor proporción me-
diante desbalance alélico (10%). La inactivación
del gen CDKN2A no estuvo asociada con pronós-
tico. La hipermetilación del gen p16 o del gen
CDKN2A es uno de los principales mecanismos
que explica la pérdida de proteína de p16 en el
cáncer de la vesícula biliar.
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