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1.MARCO TEORICO 

Definición 

El carcinoma de células de Merkel (CCM) es un tumor neuroendocrino primario de 

piel extremadamente raro [1]. El CCM se describió por primera vez como un 

carcinoma trabecular de origen ecrino en 1972 por Cyril Toker [2]. Sin embargo, 

se detectó la presencia de gránulos neurosecretores dentro de las células 

neoplásicas, similares a las que caracterizan a las células de Merkel normales. Por 

lo tanto, el tumor cambio de nombre a CCM [3]; sin embargo, la histogénesis de 

este tumor es controvertida hasta la fecha. 

El CCM es más común en hombres y personas mayores de piel blanca con 

exposición solar crónica. Además, el riesgo de desarrollar MCC aumenta en 

pacientes inmunocomprometidos. Pacientes con leucemia linfocítica crónica, 

VIH/SIDA, tratamiento médico para enfermedades autoinmunes, trasplante de 

órganos sólidos y otros tipos de cáncer [4-6]. 

El CCM típicamente se presenta como una lesión eritematosa de crecimiento 

rápido en la capa dérmica de la piel [4-6]. El acrónimo AEIOU representa 90% de 

todas las presentaciones del CCM: asintomática, expansión rápida, 

inmunosuprimidos, mayores de 50 años y exposición a radiación ultravioleta (UV) 

[7]. Además del rápido crecimiento local, la progresión sistémica del tumor 

también es rápida. De hecho, CCM con frecuencia da metástasis a ganglios 

linfáticos y órganos distales, incluidos hígado, huesos, páncreas, pulmones y 

cerebro [4-6]. Como los pacientes suelen ser ancianos y el potencial metastasico 

es alto, el pronóstico es pobre [4-6], por ello, el diagnóstico precoz es 

fundamental. 

Hay dos formas de CCM con presentación clínica y pronóstico similar, pero con 

etiología diferente. Una forma es causada por la integración en el ADN del 
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paciente del poliomavirus de células de Merkel (MCPyV) que conduce a la 

expresión persistente de las proteínas virales. El MCPyV es un virus de ADN 

humano de doble cadena sin envoltura detectado e implicado en la patogénesis 

del CCM. La otra forma se desencadena por extensas mutaciones en el ADN 

debidas a la radiación ultravioleta, sin embargo, ambas tienen en común las vías 

moleculares afectadas, la vía de P53 y RB1. Ambas formas muestran 

características inmunogénicas, lo que las convierte en objetivos interesantes para 

la inmunoterapia [8]. 

Epidemiología 

La incidencia de CCM no está bien definida debido a su rareza y a la escasez de 

grandes análisis retrospectivos internacionales [9]. Generalmente las estimaciones 

de incidencia de CCM se basan en estudios de casos y en revisiones de un solo 

país. En Europa, por ejemplo, se estima que el CCM representa menos del 1% de 

todas las neoplasias malignas cutáneas y en los EE.UU, se notifica anualmente 

1500 casos de CCM [10-11].  

De manera similar a otros cánceres, las tasas de incidencia del CCM en 

Queensland, Australia Occidental y Nueva Zelanda son más altas en comparación 

con otros países (incidencia ajustada por edad de 1.6, 0.82 y 0.88 por 100 000 por 

año, respectivamente) [12-14]. En Asia, las estimaciones de incidencia son más 

bajas en comparación con otros países, y principalmente en base a algunos 

informes de casos publicados [15-16]. 

La incidencia informada de CCM está aumentando con el tiempo en todo el mundo 

y esto podría ser atribuido a diferentes factores, como mejoras en el registro del 

cáncer y la caracterización inmunohistoquímica y una mayor coincidencia de los 

médicos sobre este tipo de cáncer [17].  En EE. UU, la incidencia ajustada por 

edad aumentó de 0.15 a 0.44 por 100 000 por año de 1986 a 2004. Además, un 

estudio danés informó un aumento de 5.4 veces desde 1986 hasta 2003 [18-19].  
Se ha informado la duplicación en la incidencia de CCM de 1998 a 2010 y de 1993 

a 1997 se ha informado en Alemania y los Países Bajos, respectivamente [20-21]. 
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La ocurrencia del CCM es mayor en hombres que en mujeres, como se informó en 

los EE.UU, Alemania, Australia y Nueva Zelanda [13,20]. Es más frecuente en 

blancos versus no blancos. De hecho, se ha informado una tasa de incidencia 

ajustada por edad ocho veces mayor en poblaciones blancas versus negras 

[9,22,23]. Las personas mayores presentan mayor riesgo de CCM mientras que el 

CCM es extremadamente raro en niños [24-26]. En un estudio basado en 

población de 1985 a 2013 realizado en el noreste de Francia, el 74% de los casos 

de CCM ocurrieron en personas mayores de 70 años [27]. 

Hasta la fecha no es posible determinar la incidencia de CCM en los países de 

américa latina pues no existen registros nacionales ni estudios de base 

poblacional sobre los casos de carcinoma de células de Merkel. Las fuentes de 

información disponibles corresponden a reportes o series de casos. La serie más 

larga corresponde a 36 casos registrados en un hospital de Colombia en un 

periodo de 10 años cuyo análisis no discrepa del todo con la información ya 

conocida sobre esta entidad. La mayoría presentes en zonas expuestas al sol, en 

cabeza y cuello, especialmente en cara (25%) y con positividad a la reacción para 

marcadores neuroendocrinos en combinación de CK20 (93.8%) [28]. La diferencia 

se marca en la zona de aparición en relación al género pues se demostró mayor 

frecuencia de aparición en extremidades en mujeres que en hombres con un 25% 

de casos en extremidades inferiores y superiores en mujeres en comparación a 

0% y 5% respectivamente en hombres. Aunque la diferencia no es mucha en 

razón a estudios anteriores se hipotetiza que la razón puede estar asociada al tipo 

de vestimenta de países tropicales [29]. 

En México existe data de tan solo y como suma 17 casos en cuatro instituciones 

entre los años 1999 y 2019. La mayoría de ellos se presentaron en el segmento 

cefálico y recibieron como tratamiento escisión amplia más radioterapia con o sin 

quimioterapia. Siete de ellos no se cuenta con información sobre la evolución, pero 

de los 10 restantes, cuatro presentaron recurrencia, dos de los cuales ya tenían 

metástasis ganglionar, uno recibió desde el inicio majeo paliativo y los cinco 

restantes se mantuvieron asintomáticos en su seguimiento. Aunque los datos no 
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difieren de lo descrito en la literatura llama la atención las zonas anatómicas 

atípicas reportadas como en etmoides y en zona retroperitoneal [30-33]. 

 

Características clínicas 

El CCM se manifiesta como un nódulo cutáneo firme, indoloro, de rápido 

crecimiento, de color rojo-violeta, en forma de cúpula. Generalmente se localiza en 

zonas expuestas al sol como la cabeza y el cuello y con menos frecuencia, las 

extremidades y las nalgas [9,34,35]. La ulceración es poco frecuente y el CCM 

rara vez se presenta con lesiones múltiples que surgen en diferentes sitios del 

cuerpo [36]. Debido a sus características inespecíficas, el diagnóstico diferencial 

debe plantearse con lesiones benignas (es decir, quistes, espinillas, 

dermatofibromas, lipomas) o tumores malignos como el melanoma, linfoma, 

tumores anexiales malignos, carcinoma sebáceo, sarcoma de Ewing y metástasis 

cutánea de otros tumores. El acrónimo AEIOU podría ayudar a guiar a los médicos 

hacia el diagnóstico correcto, pero el examen histológico es esencial para 

confirmarlo. En el caso de un nódulo solitario, firme, de color carne a rojo con una 

superficie lisa y brillante, generalmente en áreas expuestas al sol, los médicos 

deben considerar el diagnóstico de CCM.  

Dado que el CCM se propaga primero a los ganglios linfáticos, una biopsia de 

ganglio linfático centinela (SLNB, por sus siglas en inglés) debe realizarse como 

un procedimiento de estadificación [26,37]. De hecho, en ciertos casos, no hay 

evidencia del tumor cutáneo primario y CCM se reconoce sólo después de 

escisión de ganglios linfáticos agrandados. Además de los ganglios linfáticos 

regionales, las metástasis de CCM podría estar localizado en la piel, ganglios 

linfáticos distantes, pulmones, glándulas suprarrenales, páncreas, hígado, cerebro 

y huesos. La clasificación por etapas y los grupos de etapas pronósticas para 

CCM se basan en la AJCC 8ª edición [17,38-42].  
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Histogénesis  

Se sugiere que las células madre epiteliales representen los progenitores más 

probables de las células de Merkel diferenciadas, por lo tanto siendo este el origen 

más probable de las células del carcinoma de células de Merkel [42]. A pesar que 

uno de los argumentos en contra del origen epitelial es su falta de conexión 

epidérmica se han reportado casos en los que existe especial relación con la 

epidermis en yuxtaposición o en forma de franco epidermotropismo, 

especialmente en aquellos casos asociados a radiación UV con estatus negativo 

al virus. Agregado a esto también se reportó la asociación de carcinoma de células 

de merkel con carcinoma epidermoide in situ en varias series [43-44]. 

Se propone que los casos positivos para MCPyV podrían derivar de células 

pre/pro B considerando la positividad a marcadores de células B (TDT y PAX5), su 

asociación epidemiológica con neoplasias B así como su falta de conexión 

epidérmica. Que aunque sean o no provenientes de este origen, ante la positividad 

de estos marcadores se hace hincapié en la importancia de hacer el diagnóstico 

diferencial con infiltración leucémica, especialmente en estados comorbidos. 

Otra hipótesis para los casos positivos para MCPyV es que estos deriven de 

células mesenquimales dérmicas. Esta hipótesis se basa en el reconocimiento de 

los fibroblastos dérmicos como adecuados hospederos de la infección por MCPyV 

[45], su morfología sin conexión epidérmica asi como la baja carga mutacional del 

tumor y falta de firma UV [46]. Finalmente, en recientes fechas se demostró que la 

desactivación de la oncoproteína MCPyV en líneas celulares de MCC conduce a la 

adquisición de un fenotipo neuronal diferenciado en ciertos contextos podría 

indicar que MCC en realidad podría derivar de un linaje neuronal [47]. 

 

Características histopatológicas  

El diagnóstico requiere una evaluación microscópica ya que la apariencia clínica 

es inespecífica y puede simular una variedad de lesiones cutáneas benignas y 
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malignas. La distinción entre CCM cutáneo primario y metástasis de carcinoma 

neuroendocrino en la piel también requiere análisis inmunohistoquímico [9]. En el 

examen histológico, el CCM aparece como un tumor infiltrante con crecimiento 

expansivo nodular o difusa dentro de la dermis y variablemente en tejido 

subcutáneo. El tumor presenta una variable mezcla de nódulos, láminas, nidos y 

trabéculas de células neoplásicas. Un componente intraepidérmico esta 

ocasionalmente presente. Las células de CCM tienen células tumorales pequeñas, 

redondas y azules con una relación núcleo-citoplasma alta, núcleos 

redondos/ovalados, cromatina finamente dispersa (sal y pimienta), nucléolos 

indistintos y citoplasma escaso.  

Las características morfológicas y citológicas de esta neoplasia se han podido 

relacionar con la presencia o ausencia de poliomavirus de carcinoma de células de 

Merkel, por ejemplo en un estudio retrospectivo de 20 casos se identificó que la 

presencia de ulceración/ hiperqueratosis predijo la presencia de MCPyV negativo 

(80% de los casos) CCM combinado (50% de los casos) y ninguno de los casos 

MCPyV positivo presentó este cambio morfológico [48]. Hay asociación 

estadísticame0nte significativa a la presencia de núcleos redondos, células 

pequeñas y poco citoplasma con los casos positivos para MCPyV, mientras que 

células grandes, citoplasma claro, núcleos elongados, nucléolos visibles y 

formación de rosetas fue asociado significativamente y por separado a la 

negatividad para MCPyV [44].  

Así mismo es importante mencionar que, aunque de manera infrecuente este 

tumor puede existir con diferenciación divergente. Hasta la fecha solo como 

informes de caso y series cortas en las que se ha demostrado diferenciación con 

elementos ecrinos, escamosos, rabdomioblasticos, sarcomatosos, 

leiomiosarcomatosos y neuroblasticos [30,43]. 

Inmunohistoquimica  

La citoqueratina 20 (CK 20) positiva se usa actualmente para distinguir los 

carcinomas de células de Merkel de otros carcinomas neuroendocrinos. Sin 
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embargo, esta distinción puede ser un desafío en casos CK 20 negativos y en 

casos sin tumor cutáneo primario, ganglionares, por ejemplo). 

En un estudio retrospectivo en el cual se compararon 80 casos virus positivo y 21 

casos virus negativo, Kervarrec et al. demostraron un cierto patrón constante y 

distintivo de reacciones de inmunohistoquimica según el estatus del virus. En los 

casos virus negativos las reacciones positivas fueron al factor de transcripción 

tiroideo 1 (TTF-1), citoqueratina 7, expresión de p53 con patrón mutado y falta de 

expresion de neurofilamento; por el contrario, se identificaron como rasgos 

característicos del carcinoma de células de Merkel virus positivo la citoqueratina 

8/18, 20, EMA y CD99 en patrón de punto paranuclear, especialmente este último 

con una sensibilidad de 81% especificidad del 90% e índice de probabilidad de 

8.08. Tomando en cuenta la positividad para CD99 y de su coexpresion con FLI-1 

demostrada en otras series, se ha hace hincapié en la interptacion errónea en el 

diagnóstico diferencial con otros tumores de células pequeñas redondas y azules 

[35]. 

Diagnóstico diferencial 

De manera clásica el diagnóstico diferencial de esta neoplasia se basará por su 

aspecto morfológico de células redondas y azules con distribución dérmica, entre 

ellos se destacan tumores epiteliales cutáneos de células pequeñas (carcinoma de 

células escamosas de células pequeñas, carcinoma de células basales o 

carcinoma de glándula sudorípara) melanoma, sarcoma de Ewing, 

linfoma/leucemia y en particular carcinomas neuroendocrinos metastasicos. 

Datos orientativos que caracterizan al carcinoma de células basales son las islas 

tumorales con empalizada periférica y retracción estromal, estroma mixoide y por 

supuesto gemación desde la base epidérmica. Los casos que muestran evidencia 

de formación de conductos pueden sugerir carcinoma de glándulas sudoríparas, 

mientras que la presencia de pseudorosetas plantea la posibilidad de 

neuroepitelioma periférico. Los detalles nucleares son importantes para hacer un 

diagnóstico de CCM. Los núcleos de estos tumores suelen mostrar contornos 
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redondeados y cromatina finamente dispersa. Cuando estas características 

nucleares están presentes brindan una evidencia particularmente sólida contra el 

melanoma, el linfoma o los tumores epiteliales cutáneos de células pequeñas. El 

moldeado de células tumorales y la evidencia de diferenciación ecrina o 

escamosa, si está presente, argumentan aún más en contra del melanoma 

maligno, al igual que la ausencia de proliferación de células intraepidérmicas o 

unión lateral a la masa tumoral principal, como ya se ha mencionado. Las 

conexiones amplias con la epidermis generalmente favorecen el carcinoma de 

células escamosas, mientras que la empalizada periférica bien desarrollada de 

islotes tumorales es una característica de los carcinomas de células basales que 

no se observa en el CCM. A diferencia de CCM, los PNET pueden contener 

verdaderas rosetas de Homer Wright con material neurofibrilar central. Por otro 

lado, los carcinomas secundarios de células pequeñas que involucran la piel 

frecuentemente muestran el “Fenómeno de Azzopardi” [49-52]. 

Adicionalmente puede hacerse uso de la inmunohistoquimica para confirmar el 

caso o descartar alguna de las neoplasias anteriores resaltándose aquí la 

positividad constante del CCM a CK20 en punto paranuclear, cromogranina, 

sinaptofisina, cd56, neurofilamento y en algunos casos al MCPyV. La evaluación 

de otros marcadores en conjunto con los anteriores como S100, HMB 45, CD99, 

TTF1 y marcadores hematolinfoides permitirá hacer diagnósticos diferenciales. 

Desde hace mucho tiempo se sabe de la asociación entre la leucemia linfocítica 

crónica (LLC/SLL) y CCM. Este fenómeno epidemiológico se explica por 

inmunosupresión causada por la propia enfermedad o bien por la terapia aplicada. 

Sin embargo es de especial importancia reconocer que el propio CCM puede 

presentar algunos marcadores inmunohistoquimicos hematolinfoides que pueden 

representar un error diagnostico en caso de evaluarse de manera aislada [53-54]. 

La desoxinuccleotido terminal transferasa (TdT) es una polimerada de ADN que es 

un anticuerpo sensible y específico para la enfermedad linfoblástica aguda, 

linfoma con una pequeña proporción de leucemia mieloide aguda mostrando 

positividad [55-58]. 
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Estatificación y factores pronósticos 

En la evaluación morfológica hay características que cobran importancia 

pronostica según algunos estudios recabados, entre ellos se ha demostrado que la 

presencia de >10 figuras mitosicas por campo de alta potencia se correlaciona con 

un tumor de gran tamaño y mal pronóstico. Se recomienda dar el informe de 

mitosis por mm2. Otro método recomendado como índice de proliferación es la 

medida en porcentaje de MIB-1 el cual es una proteína nuclear expresada en 

ciertas fases del ciclo celular, la cual se ha asociado a un pronóstico 

significativamente peor en porcentajes >50%. [35,59]. Existe evidencia sobre que 

el grosor del tumor es más predictivo del pronóstico que el diámetro máximo del 

tumor, un parámetro de estatificación actual. Este debe de indicarse en milímetros 

y hacer referencia a al menos cuantos milímetros mide desde el estrato granuloso 

hasta las células tumorales infiltrantes profundas. Agregado a esto también existe 

evidencia sobre el peso que tiene el patrón de infiltración pues en una serie de 156 

pacientes con MCC se encontró que el patrón de crecimiento del tumor nodular se 

correlaciona con una mejor supervivencia en el análisis univariado y multivariado 

[60,61]. Según las guías actuales el patrón que tiene preferencia es el infiltrante, 

por lo que de encontrar ambos, es decir nodular e infiltrante deberá de reportarse 

este último. El patrón nodular se define como tumores con una superficie de 

contacto relativamente bien delimitada con el tejido circundante, típicamente 

compuesta por uno o múltiples nódulos. El patrón infiltrativo se define como 

tumores sin una interfaz bien delimitada con el tejido circundante, compuestos de 

células individuales, filas, trabéculas o hebras de células que se infiltran a través 

del colágeno dérmico o tejido blando más profundo. 

Respecto a los linfocitos infiltrantes tumorales o TIL algunos autores han sugerido 

que se ha demostrado que la presencia de TIL predice un mal pronóstico 

especialmente cuando se encuentra en conjunto con una profundidad tumoral de> 

5 mm. Este parámetro debe de medirse en la interfaz de tumor y el estroma y 

debe informarse como en el reporte estandarizado de melanomas cutáneos en 
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razón de la abundancia y distribución de los mismos como TIL no identificado, TIL 

identificado no enérgico o TIL enérgico [35,62]. 

Ante la asociación histológica entre CCM y carcinoma epidermoide in situ y la 

relación epidemiológica de este padecimiento con estados de inmunocompromiso 

especialmente neoplasias hematolinfoides se ha recomendado el informe de las 

segundas neoplasias concurriendo con CCM. En el primer caso asociado con 

múltiples mutaciones y correlación inversa con la detección del poliomavirus de 

células de Merkel y en el segundo con un probable mal pronóstico subyacente a la 

inmunosupresión asociada [63-64]. 

En la estadificación TNM la categoría de las metastasis ganglionares dependen de 

la información clínica y evaluación histologica realizada. Y dado que el CCM se 

propaga primero a los ganglios linfáticos, una biopsia de ganglio linfático centinela 

debe realizarse como un procedimiento de estadificación [26,37]. De hecho, en 

ciertos casos, no hay evidencia del tumor cutáneo primario y CCM se reconoce 

sólo después de escisión de ganglios linfáticos agrandados [17,38]. Para ello se 

clasificará como “micrometastasis” por la identificación de metástasis en el 

examen patológico de muestras de linfadenectomía centinela o regional. Las 

"macrometástasis" se definen como metástasis ganglionares clínicamente 

detectables, confirmadas mediante un examen anatomopatológico de muestras de 

linfadenectomía terapéutica.  La metástasis en tránsito se define como un tumor 

distinto de la lesión primaria y ubicado entre la lesión primaria y el lecho del nódulo 

de drenaje o distal a la lesión primaria. Se recomienda que para la evaluación del 

ganglio linfático vale la pena realizar inmunohistoquimica antes de dar un 

resultado negativo [65]. 
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Estructura, oncogénesis e identificación de poliomavirus de células de 
Merkel 

El poliomavirus se ha asociado a canceres humanos de manera innegable y desde 

el 2008 se ha demostrado su integración al genoma de las células tumorales del 

huésped en múltiples estudios. 

El genoma prototipo del poliomavirus de células de Merkel es como la estructura 

general del resto, ADN circular de doble cadena de 5.387 pb. Este alberga una 

región de codificación temprana y otra tardía, separada por una región reguladora 

no codificante. Esta última contiene el origen de replicación y los promotores de 

ambas regiones. La región temprana contiene la secuencia que codifica los 

antígenos T tempranos, los cuales se expresan inmediatamente después de la 

infección y son necesarios para la replicación viral. La región tardía se expresa 

después de la replicación del ADN viral y es donde se codifican las proteínas 

estructurales necesarias para la producción del virión VP1-3. 

En general poliomaviridae tiene un genoma pequeño incapaz de codificar enzimas 

para la replicación. La replicación viral se realiza mediante la carga del antígeno 

tumoral grande (LT) en la unión reguladora no codificante (NCCR) seguido de la 

replicación del reclutamiento de enzimas de replicación celular. 

La región temprana de los poliomavirus contiene el locus del antígeno T el cual es 

responsable de la generación de al menos tres proteínas que son responsables de 

la transformación viral y actividades de tumorigenesis: el antígeno tumoral grande 

(LT), el antígeno T pequeño (ST) y 57 Kt. 

La región tardía de Poliomaviridae codifica para VP1, VP2 y VP3. La expresión de 

VP1 y VP2 solos en células cultivadas se autoensamblan para producir partículas 

similares a virus (VLP) que contienen los principales antígenos virales. Esto es de 

especial importancia pues estos últimos pueden usarse en estudios serológicos 

para seguimiento. VP3 por su parte puede no ser funcional o no expresarse, de 

hecho se ha demostrado su poco agregado pues la adición de la expresión de 
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VP3 no afecto las partículas similares a virus, mientras que la adición de VP2 

mejora la infectividad. 

Respecto al tropismo del virus, hasta la fecha existen estudios en distintas 

poblaciones que confirman las secuencias del genoma de este virus en la mayoría 

de los tejidos de CCM, varios tejidos o fluidos no tumorales, piel y mucosas en 

sujetos sanos, de hecho se ha demostrado que el 80% de los adultos tienen IgG 

dirigida contra el antígeno VP1 de la capside principal del virus y que la 

seroconversión se produce probablemente desde la infancia. A pesar de la alta 

prevalencia hasta la fecha no se han podido encontrar síntomas o signos que 

demuestren infección primaria y actualmente no se conoce ni la ruta de 

transmisión, los sitios de replicación primaria, latencia o excreción, aunque Feng et 

al. mostró la expresión de genes tempranos y tardíos y la producción de viriones 

después de la transfixión de genomas MCV circulares en 293 células renales 

humanas embrionarias, lo que demuestra que estas células son permisivas para la 

replicación, sin embargo  tanto la frecuencia de detección como las cantidades de 

ADN en estos sitios son bajas en comparación con las cifras encontradas en piel, 

lo que hace que se favorezca la hipótesis de que la piel es el sitio principal de 

excreción y probable transmisión del virus [86-88]. 

Existen métodos directos e indirectos para la identificacion del virus que están 

basados en reconocimiento de alguna de las proteínas que forman su estructura. 

En 2008 el grupo de Chang y Moore desarrolló un MoAb para residuos 116 a 129 

del LT Ag (clon CM2B4), que tiene surgió como un marcador bastante sensible y 

altamente específico de MCC. En 8 estudios que incluyeron 313 MCC puros, LT 

Ag se expresó en el 60% y aunque hasta la fecha existen más trabajos publicados 

en los que se demuestra su positividad por encima del 70%, aun no existe una 

dilución ni método de interpretación homogeneizado, pues estos con muy 

variables, con diluciones 1:10-200 y con criterios de interpretación positiva desde 

cualquier tinción en cualquier porcentaje, por encima del 10%, 50% o puntuación 

Allred 2. 
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Es importante mencionar que se ha visto que e la inmunohistoquímica del 

antígeno T grande de SV40 (PAb416) no reacciona de forma cruzada con el 

antígeno T grande de MCPyV y, por lo tanto, no es reactivo en el carcinoma de 

células de Merkel. SC40 reconoce un epítopo dentro de los aminoácidos 83–128 

del antígeno T grande de SV40, mientras que CM2B4 se encuentra contra los 

aminoácidos 116–129 del antígeno T grande de MCPyV y el clon CM2B4 

reconoce un epítopo único en uno de estos tramos [89]. 

2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA: 

La incidencia de CCM no está bien definida debido a su rareza y a la escasez de 

grandes análisis retrospectivos internacionales. Generalmente, las estimaciones 

de incidencia de CCM se basan en estudios de casos y en revisiones de un solo 

país. En México se desconoce su incidencia y son escasos los estudios de CCM, 

los cuales se acotan a informes o series de casos en los cuales al igual que en el 

resto del mundo se demuestra pronostico desfavorable. 

Aunque es bien sabido que el desarrollo tumoral y fenotipo de las células 

tumorales surgen de alteraciones genéticas moleculares que ocurren antes o 

durante el desarrollo de un tumor, hasta la fecha sigue siendo problemático definir 

si las características morfológicas y genéticas reflejan la célula de origen de la 

neoplasia, de hecho, recientemente se pone en tela de juicio la teoría que se 

proponía respecto a la histogénesis del carcinoma de células de Merkel, pues se 

considera improbable que las células de Merkel sean el origen ya que estas son 

postmitoticas y se requiere un estado activo en el ciclo celular para la integración y 

transformación del virus, además existe evidencia donde la sobreexpresión 

ectópica de las oncoproteínas virales MCPyV en ratones transgénicos no logró 

inducir la reentrada en el ciclo celular en células de Merkel maduras.  Por lo 

anterior, se han ofrecido otras células candidatas de origen incluidas células 

epiteliales y no epiteliales lo cual concuerda con los patrones de 

inmunohistoquimica que suelen ser heterogéneos, incluso en algunos pudiendo 
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condicionar dificultad para descartar diagnósticos diferenciales y concluyendo en 

diagnósticos tardíos o error diagnóstico 

La asociación del carcinoma de células de Merkel con el polyomavirus es en al 

menos 80% de los casos informados mundialmente y se han determinado 

diferencias respecto a fisiopatología, características del paciente, comorbilidades, 

asociación con otras neoplasias adyacentes, localización, morfología, marcadores 

de inmunohistoquimica y pronostico según el estatus del virus por lo que 

representa una pieza clave en el diagnóstico y clasificación de este tipo de 

neoplasia. Para ello se ha propuesto la identificación del mismo por métodos 

directos como PCR dirigida a varios de los fragmentos del virus, así como 

métodos indirectos como la inmunohistoquimica. De este último método se ha 

puesto mayor atención en el anticuerpo CM2B4 el cual ha resultado ser un método 

sensible y especifico con reacción positiva por encima del 75% en mas de 20 

series de casos reportadas; sin embargo, llama la atención que varía mucho la 

dilución a la que se realiza la reacción así como el método de interpretación de 

este marcador, por lo que se asume que no es un marcador que actualmente se 

encuentre estandarizado y eso permite que se someta a exploración.  

Tal información permite el tema como un desafío vigente y de importancia crítica, 

ya que tales hallazgos tienen implicaciones importantes para el abordaje 

diagnóstico, la propuesta de nuevas terapias y la implementación de programas de 

prevención en población especifica. 

3. JUSTIFICACIÓN: 

Es importante demostrar la casuística de esta neoplasia en México, así como 

el panel de anticuerpos presente y la identificación del virus por varios 

métodos. 

Los pacientes suelen ser ancianos con neoplasias asociadas o 

inmunocompromiso el potencial metastásico es alto y el pronóstico es pobre, 

por ello el diagnóstico y por lo tanto el tratamiento precoz es fundamental. 
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Es importante tomar en cuenta la variación morfológica y los marcadores 

aberrantes que se pueden expresar y condicionar un posible error diagnóstico 

y por lo tanto condicionar tratamiento tardío. 

4. PREGUNTA DE INVESTIGACIÓN: 

¿Cuál es la morfología y perfil de inmunohistoquimica en 17 casos de carcinoma 

de células de Merkel de pacientes mexicanos? 

 

5. OBJETIVOS: 

Objetivo principal:  
Describir la morfología y panel de inmunohistoquimica ampliado 17 carcinomas de 

células de Merkel en pacientes mexicanos. 

 

Objetivos específicos:  
1) Evaluar el estatus de poliomavirus de células de Merkel mediante la 

expresión (localización, intensidad y porcentaje) de anticuerpo para 

proteína grande CM2B4 por inmunohistoquimica en biopsias de neoplasias 

pulmonares malignas en humanos y en pulmones de ratones sanos. 
2)  Evaluar el estatus de poliomavirus de células de Merkel mediante la 

amplificación (positivo o negativo) del antígeno T pequeño y T grande por 

PCR. 
 

Objetivos exploratorios:  
1) Describir la relación entre el estatus de poliomavirus con el panel ampliado 

de inmunohistoquimica. 

2) Describir la relación entre el estatus de poliomavirus con la morfología 

histológica. 
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3) Describir el estatus de poliomavirus de carcinoma de células de Merkel por 

medio de inmunohistoquimica (CM2B4) evaluando localización, intensidad y 

porcentaje.  

4) Describir el estatus de poliomavirus de carcinoma de células de Merkel 

mediante la amplificación (positivo/negativo) del antígeno T grande (PyV) y 

PV1 por PCR. 

6. HIPÓTESIS: 

La morfología histológica predominante del CCM será de células pequeñas, con 

núcleo rendondo y escaso citoplasma. 

El panel de inmunohistoquimica predominante será el  clásico (CK+ perinuclear, 

TTF-1 -, cromogranina+, sinaptofisina +) con CM2B4+. 

El estatus de poliomavirus es positivo por PCR en más del 80% de los casos de 

carcinomas de células de Merkel. 

 

7. MATERIAL Y MÉTODOS: 

-Diseño del estudio: Se trata de un estudio retrospectivo y observacional. Se 

utilizará estadística descriptiva: medidas de tendencia central (media/mediana) y 

dispersión (desviación estándar) para las variables continuas y frecuencias y 

porcentajes para variables nominales. 

 

-Autorización por comités de ética: registro y aprobación del comité de ética. 

 

-Lugares en donde se realizó el protocolo: Departamento de patología Instituto 

Nacional de Ciencias Médicas y Nutrición Salvador Zubirán. 

 

-Duración del estudio: un año. 
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-Fuentes de información y muestras biológicas: archivos de bloques y 

laminillas del departamento de patología del Instituto Nacional de Ciencias 

Médicas y Nutrición Salvador Zubirán e Instituto nacional de cancerología. 

Archivos clínicos digitales de los casos correspondientes a estudiar. 

 

7.1 EVALUACION DE BIOPSIAS: 

-Cálculo de tamaño de muestra:   Tamaño de muestra por conveniencia, 

considerando que se trata de una patología rara de baja incidencia mundial y de 

incidencia desconocida en México:  

n = 17 

 

-Criterios de inclusión, exclusión, eliminación: 

a) Criterios de inclusión:  

Todas las biopsias de pacientes con diagnóstico de carcinoma de células de 

Merkel que cuenten con bloques de parafina y laminillas teñidas en hematoxilina y 

eosina, así como reacciones de inmunohistoquímica que se encuentren en el 

archivo de Anatomía Patológica del INCMNSZ. 

b) Criterios de exclusión:  
1. Pacientes con otro tipo de neoplasia que no sea carcinoma de células de 

Merkel.  

2. Pacientes que no cuenten con laminillas o bloques de parafina o material 

suficiente en el mismo. 

 

c) Criterios de eliminación:  
Casos que se encuentren incompletos para su valoración, por ejemplo, con 

laminillas dañadas y/o rotas, bloques de parafina sin tejido para análisis y cuando 

la inmunohistoquímica no sea valorable. 

 



21 

 

 
 
7.2 Método, evaluación e interpretación de información clínica: 
A través del archivo electrónico y físico se obtendrán variables tales como la edad 

y sexo del paciente así como ubicación del tumor. 

 

7.3 Método, evaluación e interpretación de morfología:  
Se procederá a la revisión de laminillas teñidas en hye de cortes en parafina de 

tejido con diagnostico de carcinoma de células de Merkel mediante dos 

observadores de manera independiente y posteriormente en conjunto de variables. 

Las variables a tomar en cuenta y su interpretación serán las siguientes: 

epidermotropismo (presente/ausente), ulcera (presente/ausente), Elastosis solar 

(presente/ausente), necrosis (presente/ausente), Patrón de crecimiento (difuso, 

trabecular, mixto), Patrón de infiltración (nodular, infiltrativo), índice mitosico 

(número de mitosis en 10 campos de alto poder), tamaño celular (pequeño, 

intermedio, grande), forma nuclear (redondo, elongado) volumen de citoplasma 

(poco, moderado, abundante), citoplasma claro (presente/ausente), nucleolo 

(presente/ausente), formación de rosetas (presente/ausente), neoplasia adyacente 

(presente/ausente). 

 

7.4 Método, evaluación e interpretación de inmunohistoquimica:  
Se realizarán cortes histológicos, en micrótomo a 4 micras, que se colocarán en 

laminillas cargadas, posteriormente se hidratarán los tejidos, para lograr esto se 

incubaran por 30 segundos en cada una de las siguientes soluciones (bajo estricto 

orden): en xilol 1, xilol 2, alcohol-xilol (1:1), etanol absoluto, etanol al 96% y agua 

destilada; para continuar con recuperación antigénica en buffer de citratos con pH 

9, a temperatura alta en olla de presión, la peroxidasa endógena se bloqueará con 

H2O2-MeOH (9:1)/20 minutos, al finalizar se lavará con PBS Tween 20 (0.05%) 

este último lavado se realizará entre cada uno de los pasos que se describen a 

continuación. El bloqueo de inespecificidad se realizará con HCN durante 20 

minutos. Tras la aplicación del anticuerpo en cuestión con su especifica dilución y 
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control se utilizará como anticuerpo secundario HRP acoplada a estreptavidina y 

se dejará actuar durante 30 minutos a temperatura ambiente. Se agregará 

diaminobencidina disuelta en buffer DAB (1 gota en 1 mL de buffer). Vigilar el 

viraje de coloración (traslucido a café) y realizar lavado para detener la reacción, 

posteriormente se hará una contratinción con hematoxilina, para finalizar, cada 

laminilla se montará con resina y se analizará al microscopio, describiendo a 

grandes rasgos los tipos celulares marcados, así como las características e 

intensidad del mismo. Los anticuerpos de inmunohistoquimica a utilizar son los 

siguientes: CM2B4, CK20, Cromogranina, sinaptofisina, EMA, CK 8/18, P53, 

PAX5,CD5,CD99,TDT,CD117,TTF-1. 

 

De manera semicuantitativa, se gradificó el nivel de inmunomarcaje por ubicación 

(nuclear, citoplásmico, membranoso, paranuclear), porcentaje e intensidad 

(medido en cruces +/++/+++) considerándose positivo ante cualquier porcentaje e 

intensidad de reacción con patrón nuclear en las células neoplásicas. Lo anterior 

fue realizado por dos observadores que evaluaron dichos parámetros de manera 

independiente y posteriormente en conjunto. 

 

7.5 MÉTODO, EVALUACIÓN E INTERPRETACIÓN DE PCR 
Extracción de ADN de tejido: 

Se realizó la disección de 5 mm de tejido embebido en parafina, el cual se 

extendió en una laminilla y se colocó en un en un vaso coplin con xilol durante dos 

minutos para eliminar la parafina.  La laminilla se dejó secar por 10 minutos a 

temperatura ambiente (Fig 1). 

Posteriormente se realizó la macrodisección de tejido que contenía al menos un 

70% de células tumorales. Las células fueron colocadas en un tubo de 

microcentrífuga de 1.5 ml.  

El ADN fue extraído empleando el kit QIAamp DNA FFPE Tissue (Qiagen, Hilden, 

Alemania), siguiendo las recomendaciones del fabricante. Brevemente (Fig 1), las 

células fueron lisadas usando detergentes y mediante el tratamiento de proteinasa 



23 

 

K seguida de la unión del ADN a columnas con una membrana de sílica en 

presencia de sales caotrópicas. Los contaminantes celulares fueron eliminados 

mediante diferentes pasos de lavado. El ADN fue eluído de la membrana de la 

columna usando buffer TE (Tris-EDTA pH 8.0) y se mantuvo a 4oC durante un 

periodo no mayor a dos semanas. 

 

 

Fig. 1 Extracción de ADN. 

La concentración de ADN de cada muestra se determinó por espectrofotometría 

(Nanodrop-Termofisher®). En el caso de ADN una unidad densidad óptica fue 

equivalente a 50 ng/ml. La pureza fue evaluada de acuerdo con las razones 

260/280 y 260/230. Una proporción de 1.8 es aceptada como ADN puro, 

proporciones menores a este valor indican la presencia de contaminantes como 

proteínas, carbohidratos o resina de las columnas de purificación entre otros. 

Detección del ADN de MCPyV mediante reacción en cadena de la polimerasa 

(PCR). 

Se realizó la búsqueda de dos fragmentos de ADN correspondientes a dos 

proteínas víricas, el antígeno T largo (LT) y la proteína de la proteína de la 

cápside1 (VP1). El gen LT se localiza entre las posiciones 861-3080pb y mientras 
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que el gen VP1 se localiza entre las posiciones 4427 a 3156pb tomando en cuenta 

la dirección reversa de su inicio de transcripción. (Fig 2) 

En las figuras 3 y 4 se muestra una representación gráfica de la localización de los 

oligonucleótidos empleados para la PCR así como de las secuencias amplificadas 

para cada gen.  
 

 
Fig. 2 Genoma del poliomavirus de células de Merkel (MCPyV). Modificado de 

Feng et al 2008 
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Fig. 3. Gen del antígeno T largo (LT) 

 
Fig. 4 Gen de la proteína de la cápside 1 (VP1) 

Previo a la preparación de las mezclas de reacción las puntas, tubos y pipetas 

fueron expuestos a luz UV durante 15 minutos.   
Amplificación del Gen del Antígeno T largo (LT):  la reacción se realizó en un 

volumen de 15 ml. La reacción contenía 7.5 �l de Master Mix PCR HotStart plus 

2X (Qiagen, Hilden, Alemania), 0.12 �l de cada oligonucleótido 10 �M  and 10, 2.5 

µl de ADN (~200 ng por reacción) y entre 100-150 ng de ADN. Los 

oligonucleótidos usados fueron:  RQMCPyV_LT_1F 5′-

CCACAGCCAGAGCTCTTCCT-3′, RQMCPyV_LT_1R 5′-

TGGTGGTCTCCTCTCTGCTACTG-3′, (Rotondo et al., 2017a). Las condiciones 

de amplificación se ilustran en la figura 5.  
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Fig. 5 Condiciones de amplificación del gen LT 

 

El producto amplificado en las muestras positiva fue de 146 bp y fue visualizado 

mediante electroforesis en geles de agarosa al 3% teñidos con SybrGreen 

(Thermofisher, USA). 

Amplificación del gen de la cápside (VP1):  La reacción se realizó en un volumen 

total de 15 ml. La reacción contenía 7.5 �l de Master Mix PCR HotStart plus 2X 

(Qiagen, Hilden, Alemania), 0.12 �l de cada oligonucleótido 10 �M  and 10, 2.5 µl 

de ADN (~200 ng por reacción) y entre 100-150 ng de ADN. Los oligonucleótidos 

empleados para la amplificación del gen  VP1  fueron VP1.1F 5′-

TGCCTCCCACATCTGCAAT-3′ y VP1.1R 5′-GTGTCTCTGCCAATGCTAAATGA-

3′ dando como resultado un producto de 60 bp. Las condiciones de amplificación 

se visualizan en la figura 6. 
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Fig. 6 Condiciones de amplificación del gen VP1 

Los productos de amplificación fueron visualizados mediante electroforesis en 

geles de agarosa al 3% teñidos con SybrGreen (Thermofisher, USA). 

En las muestras negativas se evaluó la calidad del ADN mediante la amplificación 

del gen de la β-globina de acuerdo con las condiciones reportadas por Pancaldi et 

al., 2011, empleando los oligonucleótidos Betaglobine-S 5´-

ACACAACTGTGTTCACTAGC-3´ y Betaglobine-A 

5´CAACTTCATCCACGTTCACC-3´. 

 

7.6. MÉTODO, EVALUACIÓN E INTERPRETACIÓN DE SECUENCIACIÓN TIPO 
SANGER 
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Secuenciación de ADN 

Los productos de la amplificación de LT y VP1 fueron purificados usando el kit de 

extracción de gel QIAquick (Qiagen, USA). Los productos purificados fueron 

empleados como ADN molde para la secuenciación directa usando el Kit de 

secuenciación BigDye Terminator v3.1 (Applied Biosystem, Foster City, CA). La 

reacción se realizó en un volumen total de 20 ml que contenía 3.5 ml de BygDye 

Terminator, 2.0 ml de Buffer de secuenciación 5X, 1 ml de primer 10 mM y 1.5 ml 

de agua y 12 ml de ADN molde. Las condiciones de amplificación se visualizan en 

la figura 7. 

 
Fig. 7 Condiciones de la reacción de secuenciación. 
 
Posterior a la reacción de secuenciación, los productos fueron purificados usando 

las columnas DyeEx™ 2.0 Spin  (Qiagen, Hilden, Alemania),  de acuerdo con las 

indicaciones del proveedor (Fig 8). Brevemente la columna de gel DyeEx 2.0 fue 

centrifugada a 3000 rpm durante 3 minutos dentro de un tubo colector, luego este 

se retiró y la columna fue colocada en un microtubo de 1.5 ml limpio. Se agregó la 

reacción de secuenciación sobre el gel y nuevamente se centrifugó a 3000 rpm 

durante 3 min.   
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Fig. 8 Protocolo de purificación de reacciones de secuencia con las columnas 

DyeEx-Qiagen. 

 

El producto purificado se incubó 30 min a 60 C hasta su completa evaporación. Se 

agregaron 15 ml de formamida (Applied Biosystems, USA) y se incubó durante 10 

min a 95 C.Los productos se separaron en el equipo de electroforesis capilar ABI 

3100xl (Applied Biosystems, Foster City, CA). La identificación de las secuencias 

virales LT y VP1 se realizó mediante la comparación de los electroferogramas con 

la secuencia de referencia (Merkel cell polyomavirus isolate MCC350, complete 

genoma GenBank: EU375803.1 [90-94].  
 

7.7 ASPECTOS ÉTICOS:  

El presente estudio y los procedimientos empleados se apegan al Reglamento de 

la Ley General de Salud en Materia de Investigación para la Salud, así como con 

la declaración de Helsinki y sus enmiendas de acuerdo con los siguientes 

apartados:   

-Procedimientos: Dado que es un estudio retrospectivo, no se realizaron 

maniobras ni intervenciones a los pacientes. Las muestras, se tomaron de los 

bloques de parafina, que se encuentran en el archivo de anatomía patológica, en 

su momento dichas biopsias fueron realizadas por los equipos quirúrgicos y para 

el abordaje de la enfermedad, previo consentimiento informado del paciente y/o 

responsable. Para el presente protocolo no se tomó ninguna muestra nueva ni se 

realizará maniobra alguna sobre los individuos en cuestión.  
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-Recopilación de información: de cada biopsia estudiada, se obtuvieron datos 

relevantes de los informes histopatológicos en el sistema electrónico, archivo 

clínico electrónico y físico. Se reevaluaron las laminillas correspondientes a cada 

caso, con la finalidad de verificar y reevaluar cada diagnóstico con variables 

adicionales a las obtenidas en los reportes histopatológicos. La información 

recabada de los expedientes clínicos fue manejada con estricta confidencialidad y 

únicamente para los fines estadísticos antes mencionados. Los investigadores del 

presente protocolo declaramos que no tenemos conflictos de interés alguno. 

-Riesgo de la investigación: De acuerdo con la Ley General de Salud, es un 

estudio sin riesgo. A todos los pacientes se les solicitó la firma de consentimiento 

informado para toma de biopsia o procedimiento quirúrgico.  

-Posibles beneficios:  

Los resultados del proyecto permitirán un aporte al conocimiento de las 

características en la casuística de carcinoma de células de Merkel en México, en 

especial el estatus del poliomavirus y la presencia de marcadores de 

inmunohistoquimica aberrantes. Datos que son importantes para el diagnostico 

diferencial y al menos teóricamente hacer una diferencia pronostica. 

Confidencialidad. Los investigadores nos comprometemos a resguardar y a 

mantener en anonimato los datos obtenidos de los sujetos de investigación. Los 

formatos de recolección de datos fueron identificadas con un folio numérico 

consecutivo que corresponde con los datos que puedan identificar al paciente en 

el estudio y solo los investigadores tienen acceso a los mismos.  

-Conflictos de interés: No hay conflictos de interés por parte de ninguno de los 

miembros del equipo de investigación en este proyecto. 

-Recursos, financiamiento y factibilidad: todos los estudios realizados, y gastos 

correspondientes, fueron cubiertos por el departamento de patología del 

INCMNSZ. 
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8. RESULTADOS  

8.1 CARACTERÍSTICAS CLÍNICAS: 

Las características clínicas de los pacientes incluidos en este estudio se muestran 

en la tabla 2. 

Tabla 2. Características clínicas de los pacientes estudiados 
n=17 

 n (%) 
Sexo  
Masculino 8 (47) 
Femenino 9 (53) 
Edad de Diagnóstico    
Media (Rango) 67 (43-80) 
Metástasis al diagnóstico  
Si 9 (35) 
No 8 (65) 
Sitio de Metástasis  
Pulmón 2 (12) 
Ganglio 3 (18) 
Retroperitoneo 3 (18) 
Faringe 1 (6) 
Inicio de tratamiento posterior al diagnóstico  
Meses (Rango) 10 (1-12) 
Tratamiento inicial  
Cirugía 15 (88) 
Radioterapia (neoadyuvancia) 2 (12) 
Adyuvancia   
Carboplatino/etoposido 5 (29) 
Carboplatino/etoposido/radioterapia 2 (12) 
Carboplatino/etoposido/radioterapia/ Avelumab 1 (6) 
Radioterapia  3 (18) 
Sin adyuvancia 6 (35) 
Recurrencia  
Masa pararectal 1 (6) 
Ganglio 1 (6) 
Glúteo Izquierdo 1 (6) 
Ingle 1 (6) 
Sin recurrencia 13 (76) 
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Se incluyeron 9 mujeres (53%) y 8 hombres (47%). La media de edad en la que se 

presentó este tumor es de 67 años con rango entre 43-80 años. Se identificó que 

la mayoría de los casos se localizaron en extremidades inferiores en el 48% de los 

casos (n=8) distribuidos en glúteo predominantemente en el 24% (n=4) y muslo-

pierna en la misma proporción. En cabeza y cuello, así como en extremidad 

superior se encontraron en dos casos (Fig 9). Si tomásemos en cuenta la zona de 

exposición, clasificada por zona foto expuesta y no fotoexpuesta en los casos en 

los que se refirió la zona del tumor, el 29% los casos se encontrarían en una zona 

no fotoexpuesta (Fig.10). El tiempo para el inicio del tratamiento posterior al 

diagnóstico fue de diez meses. Las metástasis al diagnóstico se presentó en 6 

pacientes (35%) ubicándose en ganglio, retroperitoneo, pulmón y faringe en orden 

descendente. Es importante mencionar que solo un paciente mostró metástasis en 

múltiples sitios. El tratamiento inicial recibido fue cirugía en el 88% de los casos 

(n=15) y radioterapia en el 12% de los casos (n=2).  Cinco casos recibieron 

adyuvancia con carboplatino y etopósido (29%). En 2 casos la adyuvancia fue 

combinada con quimioterapia y radioterapia (12%), un caso combinado 

quimioterapia, radioterapia e inmunoterapia (6%) y radioterapia sola en 3 casos 

(18%).  

 

 

Fig.9  Localización del carcinoma de células de Merkel. 
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Fig.10 Distribución de muestras por zona de lesión, información disponible en 

archivo clínico. 

 

 

8.2 MORFOLOGIA: 
 

Para este estudio se obtuvieron un total de 26 casos en un periodo de 29 años 

entre 1991 y 2021. Se excluyeron siete casos por escaso material, 1 por material 

mal fijado y otro por no encontrarse en archivo por lo que finalmente se evaluaron 

17 casos. Las características morfológicas de los tejidos analizados se muestran 

en la Tabla 3. y Fig. 11 
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Tabla 3. Características morfológicas del carcinoma de células de Merkel                                                                              
  n=17  

Tipo de muestra n= (%) 
Piel 8 (47) 
Tejidos blandos 7 (41) 
Ganglio 2 (12)   
Epidermotropismo 

 

Si  0 (0) 
No 8 (47) 
Sin epidermis 9 (53) 
Tipo de lesión 

 

Úlcera 1 (6) 
Hiperqueratosis 6 (35) 
Elastosis solar 1 (6) 
Necrosis 8 (47) 
Patrón de crecimiento 

 

Difuso 13 (76) 
Trabecular 1 (6) 
Mixto 3 (18) 
Tamaño celular 

 

Pequeño 7 (29) 
Mediano 7 (29) 
Grande 3 (18) 
Volumen citoplasmático 

 

Poco citoplasma 
Moderado citoplasma 
Abundante citoplasma  
Forma de núcleo 
Núcleo redondo 
Núcleo elongado 
Mixto 

13 (76) 
3 (18)  
1 (6) 

 
11 (65) 

               0 (0) 
6 (35) 

Nucleolo visible 
 

Si 0 (0) 
No 17 (100) 
Segunda Neoplasia 

 

Si 0 (0) 
No 
Formación de rosetas 
Si 
No 

17 (100) 
 

0 (0) 
17 (100) 
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El 47% de las muestras correspondió a piel (n=8) contando con la capa 

epidérmica, dermis superficie, profunda y tejidos blandos. Existen tres variables 

que solo se analizaron en estas muestras con epidermis en las cuales se favoreció 

la ausencia de epidermotropismo 47% (n=8), hiperqueratosis en el 35% de los 

casos (n=6) y úlcera en un solo caso 6% (n=1). El resto de las variables fueron 

analizadas en todas las muestras en las que se encontró elastosis solar en el 6% 

(n=1), patrón de  

crecimiento predominante difuso en el 76% (n=13) y mixto en el 18% (n=3) con 

patrón de infiltración nodular en el 58% de los casos (n=10). Citológicamente 

destacan células grandes en el 18% (n=3), poco volumen citoplásmico en el 76 % 

correspondiendo a la mayoría de los casos (n= 13). La forma del núcleo más 

frecuente fue redonda en el 65% (n=11), existió combinación de morfología 

redonda y elongada en seis casos (35%) y en ninguna muestra se evidenció una 

segunda neoplasia adyacente, nucléolo ni formación de rosetas. 

C 

A B 

C D 
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Fig.11 Características morfológicas: A. Patrón de crecimiento trabecular. B. 

Patrón de crecimiento difuso C. Núcleos elongados. D. Núcleos redondo 

 

 

8.3 HISTOLOGÍA: 

Considerando aquellas variables del reporte histopatológico estandarizado (Tabla 

4), se observaron tumores con más de 5mm de profundidad y afección muscular 

en el 47% de los casos (n=8) y con clasificación Breslow y Clarck por encima de 5 

en el 82% (n=14). Se observó infiltración perineural en el 24% de los casos (n=4), 

permeación linfovascular en el 41% (n=7), invasión ganglionar en el 52% (n=9) y 

márgenes positivos en el 29% (n=5).  

 

Tabla 4.  Reporte estandarizado de carcinoma de células de Merkel 
n=17  

 n (%) 
Profundidad  
>5mm 8 (47) 
 <5mm 1 (6) 
ND 8 (47) 
Escala Breslow  
0-4 1 (6) 
>5 14 (82) 
Escala Clark  
0-4 1 (6) 
<5 14 (82) 
Afección Muscular  
Si 8 (47) 
No 9 (53) 
Infiltración perineural  
Si 4 (24) 
No 13 (76) 
Permeación linfovascular  
Si 7 (41) 
No 10 (59) 
Afección ganglionar   
Si 9 (53) 
No 8(47) 
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Márgenes positivos  
Si 5 (29) 
No 12 (71) 

 

 

8.4 ANALISIS DE CM2B4 Y PANEL AMPLIADO POR INMUNOHISTOQUIMICA: 

Existen algunas reacciones de inmunohistoquímica que no variaron respecto a su 

patrón de zona de tinción celular, entre ellos CM2B4 (núcleo), PAX 5(núcleo), 

CK20 (membrana), Cromogranina (citoplasma) y sinaptofisina (citoplasma) TTF-1 

(nuclear) CD117 (Citoplasmico) P53 (Nuclear) TDT (citoplásmico). Tabla 5 

Tabla 5. Resultados de inmunohistoquímica en carcinoma de células de Merkel           
n=17 

 n (%)   n (%) 
CM2B4 

 
 TDT  

Positivo 13 (76)  Positivo 10 (76) 
Negativo  1(6)   Negativo 7 (24) 
ND 3 (17)    
PAX5 

 
 CD5  

Positivo 10 (59)  Positivo 0 (0) 
Negativo 5 (29)  Negativo 17 (100) 
ND 2 (12)    
CK20 

 
 EMA  

Positivo 17 (100)  Perinuclear 13 (76) 
Negativo 0 (0)  Citoplásmico   1 (6) 
CMGA 

 
 ND 3 (18) 

Positivo 17 (100)  CK8/18  
Negativo 0 (0)  Perinuclear 8 (47) 
SYPH 

 
 Citoplásmico   5 (29) 

Positivo 17 (100)  Citoplásmico + perinuclear 1 (6) 
Negativo 0 (0)  ND 3 (18) 
TTF1 

 
 CD99  

Positivo 0 (0)  Perinuclear 13 (76) 
Negativo 17 (100)  Citoplásmico   1 (6) 
CD117 

 
 ND 3 (18) 

Positivo 5 (29)  TP53  
Negativo 12 (71)  Positivo (Patrón mutado) 9 (53) 
   Positivo (Patrón silvestre) 8 (47) 
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CM2B4: MCPyV large T-antigen; PAX5: Paired Box 5; CK20: Keratin 20; CHGA: Chromogranin A; 
SYPH: Synaptophysin; TTF1: Transcription Termination Factor 1; CD117: KIT Proto-Oncogene; 
TdT: Terminal Deoxynucleotidyl Transferase; CD5: T-Cell Surface Glycoprotein CD5; EMA: Mucin 
1, Cell Surface Associated; CK8/18: Cytokeratin 8/18; CD99: T-Cell Surface Glycoprotein E2; TP53: 
Tumor Protein P53. ND: Indeterminado 
 
El primero resultó positivo en el 76% de las muestras (n=13) de las tres muestras 

restantes uno se consideró negativo por tinción citoplásmica y los otros se 

consideraron como falsos positivos debido a la reacción positiva en bloque en la 

totalidad del tejido, granular, tenue en citoplasma y núcleo. En caso de considerar 

la positividad nuclear por porcentaje de células tumorales reactivas, tiene un rango 

mas amplio en aquellas muestras de áreas fotoexpuestas. Fig.12 

Fig. 12 Porcentaje de células con reacción positiva para anticuerpo CM2B4 

 

Los casos sin fotoexposición o de sitio indeterminado demostraron reacción por 

encima del 70% de las células.  Los marcadores de inmunohistoquímica con 

referencia hematolinfoide resultaron predominantes con PAX5 en 70% (n=12) y 

TDT con 76% (n=13), mientras que CD117 con 18% y CD5 negativo en todos los 

casos. Los anticuerpos con referencia epitelial resultaron positivos en el 82 % 

(n=14) para EMA con patrón paranuclear en el 93% de los casos. CK8/18 resulto 

positivo en el 82% (n=14) con patrón perinuclear predominante en el 57%. CD99 
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también demostró patrón perinuclear predominante en el 93% (n=13). Nueve 

casos (53%) demostraron reacción para P53 con patrón mutado en su forma 

homogénea en más del 80% de la neoplasia. Todos los casos fueron negativos 

para TTF1 y CD5.  Fig.13 

 

Fig.13 Patrones de tinción en reacciones de inmunohistoquímica. CM2B4 (CM2B4: 
MCPyV large T-antigen; PAX5: Paired Box 5; CK20: Keratin 20; CHGA: Chromogranin A; SYPH: 
Synaptophysin; TTF1: Transcription Termination Factor 1; CD117: KIT Proto-Oncogene; TdT: 
Terminal Deoxynucleotidyl Transferase; CD5: T-Cell Surface Glycoprotein CD5; EMA: Mucin 1, Cell 
Surface Associated; CK8/18: Cytokeratin 8/18; CD99: T-Cell Surface Glycoprotein E2; TP53: Tumor 
Protein P53. 

 

8.5 DETECCIÓN DE LOS GENES LT Y VP1 DE MCPyV MEDIANTE PCR Y 
SECUENCIACIÓN TIPO SANGER 

Para detectar la infección por poliomavirus en Células de Merkel se amplificaron 

dos fragmentos de los genes LT y VP1 de MCPyV mediante la reacción en cadena 

de la polimerasa (PCR). Los casos positivos para LT1 amplificaron un producto de 

146 pb (Fig 14A CCM-1,2, 4-7) y de 60 pb para el fragmento de VP1 (Fig. 14 B 

CCM1-7). De los 17 casos evaluados para LT, 16 casos (94%) diagnosticados 

como Carcioma de células de Merkel fueron positivos, mientras que 17 casos 

(100%) fueron positivos para la amplificación de la cápside1 VP1. Se analizaron 
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siete casos tomados como control negativo, tres de ellos fueron pieles sanas, dos 

muestras de mucosa bucal y dos muestras fueron de sangre periférica, del total 

dos resultaron positivos para LT (Fig 15 y Fig 16). 

 

Para confirmar que los amplificados detectados eran específicos para MCPyV se 

realizó la secuenciación de los casos positivos para LT y VP1 por el método de 

Sanger confirmándose que el producto de 146pb de la PCR correspondía al gen 

LT (Fig 17 y Fig 18). Se intentó secuenciar el producto amplificado de VP1 pero 

por ser un producto pequeño no fue posible.  

 
Fig.14 Electroforesis de los productos de amplificación del gen TL (A) y VP1 (B) 

 

A B 
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Fig.15 Electroforesis de amplificados LT en Carcinoma de células de Merkel (1- 5) y controles 
negativos (6-10). C+(CCM): Controles positivos, Carcinoma de celulas de Merkel      C-(Pn): 
Control negativo, pieles        C-(Mu): Control neativo, mucosas       C-(DNAc): Control negativo, 
DNA comercial    PM: Control de peso molecular. 

 

Fig. 16. Electroforesis de amplificados VP1 en Carcinoma de células de Merkel (1- 5) y controles 
negativos (6-10). C+(CCM): Controles positivos, Carcinoma de celulas de Merkel      C-(Pn): 
Control negativo, pieles        C-(Mu): Control negativo, mucosas       C-(DNAc): Control negativo, 
DNA comercial    PM: Control de peso molecular. 

En las muestras negativas se evaluó la calidad del ADN mediante la amplificación del 

gen de la β-globina.  
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 p
b 

6810000000000 

CCACAGCCAGAGCTCTTCCTCTGGGTATGGGTCCTTCTCAGCGTCCCAGGCTTCAGACTCCCAGTCCAGAGGA
CCCGATATACCTCCCGAACACCATGAGGAACCCACCTCATCCTCTGGATCCAGTAGCAGAGAGGAGACCACCA 

11
79

 p
b 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig 17. Secuenciación del gen LT. A: Localización del producto amplificado  de  LT 
mediante PCR.   B: Secuenciación tipo Sanger de LT 
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Fig. 18. Secuenciación tipo Sanger de los casos positivos para LT y VP1. CCM: 
carcinoma de células de Merkel. C-(Pn): Control negativo, pieles C-(Mu): Control negativo, 
mucosas  
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Se compararon los resultados obtenidos para la detección de MCPyV por 

inmunohistoquímica y PCR en los casos analizados, observándose una mayor 

sensibilidad al amplificar el fragmento LT (Tabla 6). 

 

 

9.DISCUSION 

En los 17 casos analizados las variables morfológicas que pueden asociarse al 

estatus del virus no demostraron mucha variación en cuanto al volumen de 

citoplasma y forma nuclear siendo la mayoría consistentes con estatus viral 

positivo. Y aunque el tamaño celular se distribuyó sin diferencias notables, el gran 

tamaño celular se demostró en tan solo 3 casos (18%) lo cual es consistente con 

los resultados para la identificación del virus, tal como la positividad y patrón de 

marcación de CD99, CK 20, EMA y CK8/18.[44] La evaluación de algunas 

características morfológicas como el epidermotropismo, ulceración, 

hiperqueratosis y elastosis solar se encuentran limitadas pues tan solo el 47% de 

nuestras muestras contaban con la capa epidérmica evaluable (n=8). Si 

consideramos esta como muestra total, la realidad es que no tenemos un 

resultado opuesto a lo que ya se ha reportado en dos estudios sobre la 

Tabla 6. Comparación de la detección de MCPyV en MCC por inmunohistoquímica y PCR   
# 

Caso 
CM2B4 PCR LT + 

secuenciación 
Sanger 

PCR 
PV1 

 
# Caso CM2B4 PCR LT + 

secuenciación 
Sanger 

PCR VP1 

CCM1  + + + 
 

CCM10 - + + 
CCM 

2 
+ + + 

 
CCM11 + + + 

CCM3 ND + + 
 

CCM12 + + + 
CCM4 + + + 

 
CCM13 + + + 

CCM5 + + + 
 

CCM14 + + + 
CCM6 ND + + 

 
CCM15 + + + 

CCM7 + + + 
 

CCM16 + + - 
CCM8 + + + 

 
CCM17 + + + 

CCM9 ND + - 
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hiperqueratosis/ulceración; sin embargo, debe tomarse en cuenta que en estos 

trabajos la presencia de estas dos características se asoció al estatus negativo del 

virus o a carcinomas de células de Merkel combinados con carcinoma 

epidermoide, lo cual es distinto a nuestros resultados. [48,95] 

En nuestros casos predomino el panel de inmunohistoquimica clásico, aunque es 

de destacar que la mayoría resultaron positivos para el anticuerpo contra la 

proteína grande CM2B4 (76.4%), sin embargo, tres casos tuvieron interpretación 

dudosa y uno negativo, casos que finalmente fueron reclasificados como estatus 

positivo al virus gracias a dos métodos de biología molecular. Aunque la PCR 

PyV-LT resulto ser positiva en la mayoría (94%) llama la atención la negatividad 

en un caso de CCM con CM2B4 interpretada como positiva, así como su 

positividad en un caso control negativo de mucosa oral normal y piel sana. Esta 

información es relevante, ya que no es la primera vez que se hace informe de 

casos con reacción dudosa y que finalmente resultan positivos para el virus o 

viceversa [96-98]. También existen informes a donde la reacción se combina con 

patrón nuclear-citoplasmático, o citoplasma sin datos relevantes que sugieran que 

al menos sea un patrón de reacción positiva parcial, pues su presencia no tiene 

tendencias entre los grupos positivo o negativo al virus por PCR. [87] Hasta ahora 

entonces podemos entender que CM2B4 es un anticuerpo útil como un primer 

método de abordaje en la búsqueda de poliomavirus de células de Merkel, sin 

embargo, no podemos considerar su resultado del todo confiable, tan así que hay 

series que ya recomiendan usar este en combinación de PCR con varios 

cebadores para aumentar la probabilidad de su identificación. [99] 

Este mismo fenómeno se observa con PCR PV1 que, aunque también resulta 

positiva en la mayoría de los casos (88%) también se encuentra de manera 

constante en controles negativos de piel sana y mucosa oral (71%). 

El hecho de que PV1 resulte positivo en la mayoría puede deberse a que esta 

proteína es un fragmento común en varas especies de poliomavirus.[101] 
Además, se sabe que al igual de poliomavirus de células de Merkel se han 

encontrado con alta prevalencia en piel y mucosas normales otro tipo de 
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poliomavirus, por lo tal vez el hecho de encontrarlo no signifique que realmente 

tenga un papel oncogenico, a menos que demostremos la integración en cada 

caso que llegue a la rutina, lo cual es poco práctico. Si tomamos en cuenta que 

existe información sobre la alta prevalencia de poliomavirus en mucosas y piel 

normal, al grado de considerarse parte del virioma resulta hasta innecesaria la 

identificación cualitativa mientras que la cuantitativa representa una posible vía de 

investigación para la identificación de rangos constantes que se relacionen con el 

desarrollo posterior de carcinomas y por lo tanto que se pueda predecir su 

oncogenicidad, aunque la información que se tiene hasta la fecha hace notar la 

cantidad tan variable de rangos en los que podemos encontrar el virus.[102-103] 

Respecto al panel de inmunohistoquimica ampliado llama la atención la presencia 

de marcadores de utilidad en hematolopatologia como pax5, TDT y cd117, los 

cuales fueron reactivos en más del 50% de los casos. Esto concuerda con las 

series donde se han explorado marcadores de inmunohistoquimica para 

diferenciación pre B y en general de histogénesis, sin embargo, no existe alguna 

tendencia con respecto a la zona anatómica. La importancia de esta información 

radica en los posibles diagnósticos erróneos ante casos comorbidos con 

neoplasias hematológicas, especialmente cuando la morfología del carcinoma es 

de tipo células pequeñas. [85,100] 

La expresión de p53 se demuestra con patrón mutado en todas las muestras lo 

cual no concuerda con estatus viral por morfología, inmunohistoquimica y métodos 

de biología molecular, pues este patrón de reacción se ha asociado a oncogénesis 

por vía UV y estatus negativo para poliomavirus. Esto puede demostrar dos vías 

coexistiendo en un mismo fenómeno sin embargo para este constructo 

consideramos como propuesta para el futuro ampliar el estudio buscando 

alteraciones genéticas dirigidas hacia P53 y así verificar si es posible distinguir por 

este método tal como han sido dadas las bases de su oncogénesis. 
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10. CONCLUSIONES 

La morfología es evaluable, sin embargo, se necesita una mayor cantidad de 
casos en subgrupos con y sin foto exposición para seguir evaluando su utilidad. 

Considerando los estados comorbidos más comunes, es importante reconocer que 
esta neoplasia puede tener marcadores aberrantes que en contextos especiales 
puede condicionar a error o diagnóstico tardío. 

El panel de inmunohistoquimica por conjunto no es más necesario ni más útil que 
los marcadores clásicos conocidos, pero hay que reconocer su patrón de reacción 
y positividad pues algunos de esos marcadores son de uso constante y suelen ser 
los primeros en realizarse (CK). 

El anticuerpo CM2B4 aún se encuentra en exploración para conocer sus alcances, 
por lo que por si solo y a pesar de sus buenos resultados existen casos en los que 
la tinción es dudosa de interpretar y al no estar estandarizada, es mandatoria la 
identificación del virus por otros métodos. 

La amplificación del gen VP1 es una fracción común de los poliomavirus y estos 
también se ha identificado en tejidos sanos, por lo que no sería recomendable 
utilizarse la búsqueda individual si el objetivo es demostrar la presencia de un tipo 
específico de poliomavirus de células de Merkel. 
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