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1.MARCO TEORICO

Definicion

El carcinoma de células de Merkel (CCM) es un tumor neuroendocrino primario de
piel extremadamente raro [1]. E| CCM se describié por primera vez como un
carcinoma trabecular de origen ecrino en 1972 por Cyril Toker [2]. Sin embargo,
se detectd la presencia de granulos neurosecretores dentro de las células
neoplasicas, 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 mas comun en hombres y personas mayores de piel blanca con
exposicidn solar cronica. Ademas, el riesgo de desarrollar MCC aumenta en
pacientes inmunocomprometidos. Pacientes con leucemia linfocitica crénica,
VIH/SIDA, tratamiento médico para enfermedades autoinmunes, trasplante de

organos solidos y otros tipos de cancer [4-6].

El CCM tipicamente se presenta como una lesion eritematosa de crecimiento
rapido en la capa dérmica de la piel [4-6]. El acrénimo AEIOU representa 90% de
todas las presentaciones del CCM: asintomatica, expansion rapida,
inmunosuprimidos, mayores de 50 afnos y exposicion a radiacion ultravioleta (UV)
[7]. Ademas del rapido crecimiento local, la progresion sistémica del tumor
también es rapida. De hecho, CCM con frecuencia da metastasis a ganglios
linfaticos y organos distales, incluidos higado, huesos, pancreas, pulmones y
cerebro [4-6]. Como los pacientes suelen ser ancianos y el potencial metastasico
es alto, el pronostico es pobre [4-6], por ello, el diagnodstico precoz es
fundamental.

Hay dos formas de CCM con presentacion clinica y prondstico similar, pero con
etiologia diferente. Una forma es causada por la integracion en el ADN del
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paciente del poliomavirus de células de Merkel (MCPyV) que conduce a la
expresion persistente de las proteinas 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 radiacion ultravioleta, sin embargo, ambas tienen en comun las vias
moleculares afectadas, la via de P53 y RB1. Ambas formas muestran
caracteristicas inmunogeénicas, lo que las convierte en objetivos interesantes para

la inmunoterapia [8].
Epidemiologia

La incidencia de CCM no esta bien definida debido a su rareza y a la escasez de
grandes analisis retrospectivos internacionales [9]. Generalmente las estimaciones
de incidencia de CCM se basan en estudios de casos y en revisiones de un solo
pais. En Europa, por ejemplo, se estima que el CCM representa menos del 1% de
todas las neoplasias malignas cutaneas y en los EE.UU, se notifica anualmente
1500 casos de CCM [10-11].

De manera similar a otros canceres, las tasas de incidencia del CCM en
Queensland, Australia Occidental y Nueva Zelanda son mas altas en comparacion
con otros paises (incidencia ajustada por edad de 1.6, 0.82 y 0.88 por 100 000 por
afno, respectivamente) [12-14]. En Asia, las estimaciones de incidencia son mas
bajas en comparaciéon con otros paises, y principalmente en base a algunos
informes de casos publicados [15-16].

La incidencia informada de CCM esta aumentando con el tiempo en todo el mundo
y esto podria ser atribuido a diferentes factores, como mejoras en el registro del
cancer y la caracterizacion inmunohistoquimica y una mayor coincidencia de los
meédicos sobre este tipo de cancer [17]. En EE. UU, la incidencia ajustada por
edad aument6 de 0.15 a 0.44 por 100 000 por afio de 1986 a 2004. Ademas, un
estudio danés inform6 un aumento de 5.4 veces desde 1986 hasta 2003 [18-19].
Se ha informado la duplicacién en la incidencia de CCM de 1998 a 2010 y de 1993
a 1997 se ha informado en Alemania y los Paises Bajos, respectivamente [20-21].
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La ocurrencia del CCM es mayor en hombres que en mujeres, como se informo en
los EE.UU, Alemania, Australia y Nueva Zelanda [13,20]. Es mas 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 nifos [24-26]. En un estudio basado en
poblacion de 1985 a 2013 realizado en el noreste de Francia, el 74% de los casos
de CCM ocurrieron en personas mayores de 70 afos [27].

Hasta la fecha no es posible determinar la incidencia de CCM en los paises de
ameérica latina pues no existen registros nacionales ni estudios de base
poblacional sobre los casos de carcinoma de células de Merkel. Las fuentes de
informacion disponibles corresponden a reportes o series de casos. La serie mas
larga corresponde a 36 casos registrados en un hospital de Colombia en un
periodo de 10 afos cuyo analisis no discrepa del todo con la informacion ya
conocida sobre esta entidad. La mayoria presentes en zonas expuestas al sol, en
cabeza y cuello, especialmente en cara (25%) y con positividad a la reaccion para
marcadores neuroendocrinos en combinacion de CK20 (93.8%) [28]. La diferencia
se marca en la zona de aparicion en relacién al género pues se demostré mayor
frecuencia de aparicion en extremidades en mujeres que en hombres con un 25%
de casos en extremidades inferiores y superiores en mujeres en comparacion a
0% y 5% respectivamente en hombres. Aunque la diferencia no es mucha en
razon a estudios anteriores se hipotetiza que la razén puede estar asociada al tipo

de vestimenta de paises tropicales [29].

En México existe data de tan solo y como suma 17 casos en cuatro instituciones
entre los afios 1999 y 2019. La mayoria de ellos se presentaron en el segmento
cefalico y recibieron como tratamiento escision amplia mas radioterapia con o sin
quimioterapia. Siete de ellos no se cuenta con informacion sobre la evolucién, pero
de los 10 restantes, cuatro presentaron recurrencia, dos de los cuales ya tenian
metastasis ganglionar, uno recibié desde el inicio majeo paliativo y los cinco

restantes se mantuvieron asintomaticos en su seguimiento. Aunque los datos no
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difieren de lo descrito en la literatura llama la atencidén las zonas anatédmicas

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

Caracteristicas clinicas

El CCM se manifiesta como un ndédulo cutaneo firme, indoloro, de rapido
crecimiento, de color rojo-violeta, en forma de cupula. 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 ulceracion es poco frecuente y el CCM
rara vez se presenta con lesiones multiples que surgen en diferentes sitios del
cuerpo [36]. Debido a sus caracteristicas inespecificas, el diagnodstico diferencial
debe plantearse con lesiones benignas (es decir, quistes, espinillas,
dermatofibromas, lipomas) o tumores malignos como el melanoma, linfoma,
tumores anexiales malignos, carcinoma sebaceo, sarcoma de Ewing y metastasis
cutanea de otros tumores. El acronimo AEIOU podria ayudar a guiar a los médicos
hacia el diagnostico correcto, pero el examen histolégico es esencial para
confirmarlo. En el caso de un nodulo solitario, firme, de color carne a rojo con una
superficie lisa y brillante, generalmente en areas expuestas al sol, los médicos
deben considerar el diagnéstico de CCM.

Dado que el CCM se propaga primero a los ganglios linfaticos, una biopsia de
ganglio linfatico centinela (SLNB, por sus siglas en inglés) debe realizarse como
un procedimiento de estadificacion [26,37]. De hecho, en ciertos casos, no hay
evidencia del tumor cutaneo primario y CCM se reconoce soélo después de
escision de ganglios linfaticos agrandados. Ademas de los ganglios linfaticos
regionales, las metastasis de CCM podria estar localizado en la piel, ganglios
linfaticos distantes, pulmones, glandulas suprarrenales, pancreas, higado, cerebro
y huesos. La clasificacion por etapas y los grupos de etapas prondsticas para
CCM se basan en la AJCC 82 edicion [17,38-42].



Histogénesis

Se sugiere que las células madre epiteliales representen los progenitores mas
probables de las células de Merkel diferenciadas, por lo tanto siendo este el origen
mas 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 conexion
epidérmica se han reportado casos en los que existe especial relacion con la
epidermis en yuxtaposicion o en forma de franco epidermotropismo,
especialmente en aquellos casos asociados a radiacion UV con estatus negativo
al virus. Agregado a esto también se reporto la asociacion de carcinoma de células

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

Se propone que los casos positivos para MCPyV podrian derivar de células
pre/pro B considerando la positividad a marcadores de células B (TDT y PAX5), su
asociacion epidemiolégica con neoplasias B asi como su falta de conexion
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 diagnostico

diferencial con infiltracién leucémica, especialmente en estados comorbidos.

Otra hipétesis para los casos positivos para MCPyV es que estos deriven de
células mesenquimales dérmicas. Esta hipotesis se basa en el reconocimiento de
los fibroblastos dérmicos como adecuados hospederos de la infeccion por MCPyV
[45], su morfologia sin conexion epidérmica asi como la baja carga mutacional del
tumor y falta de firma UV [46]. Finalmente, en recientes fechas se demostré que la
desactivacion de la oncoproteina MCPyV en lineas celulares de MCC conduce a la
adquisicion de un fenotipo neuronal diferenciado en ciertos contextos podria
indicar que MCC en realidad podria derivar de un linaje neuronal [47].

Caracteristicas histopatolégicas

El diagndstico requiere una evaluacion microscopica ya que la apariencia clinica

es inespecifica y puede simular una variedad de lesiones cutaneas benignas y



malignas. La distincion entre CCM cutaneo primario y metastasis de carcinoma
neuroendocrino en la piel también requiere analisis inmunohistoquimico [9]. En el
examen histologico, el CCM aparece como un tumor infiltrante con crecimiento
expansivo nodular o difusa dentro de la dermis y variablemente en tejido
subcutaneo. El tumor presenta una variable mezcla de nodulos, laminas, nidos y
trabéculas de células neoplasicas. Un componente intraepidérmico esta
ocasionalmente presente. Las células de CCM tienen células tumorales pequenfas,
redondas y azules con una relacion nucleo-citoplasma alta, nucleos
redondos/ovalados, cromatina finamente dispersa (sal y pimienta), nucléolos
indistintos y citoplasma escaso.

Las caracteristicas morfoldgicas y citolégicas 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 identifico que la
presencia de ulceracion/ hiperqueratosis predijo la presencia de MCPyV negativo
(80% de los casos) CCM combinado (50% de los casos) y ninguno de los casos
MCPyV positivo presentd este cambio morfologico [48]. Hay asociacion
estadisticameOnte significativa a la presencia de nucleos redondos, células
pequefias y poco citoplasma con los casos positivos para MCPyV, mientras que
células grandes, citoplasma claro, nucleos elongados, nucléolos visibles y
formacion de rosetas fue asociado significativamente y por separado a la
negatividad para MCPyV [44].

Asi mismo es importante mencionar que, aunque de manera infrecuente este
tumor puede existir con diferenciacion divergente. Hasta la fecha solo como
informes de caso y series cortas en las que se ha demostrado diferenciacion con
elementos ecrinos, €SCamosos, 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



embargo, esta distincion puede ser un desafio en casos CK 20 negativos y en

casos sin tumor cutaneo 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 patron constante y
distintivo de reacciones de inmunohistoquimica segun el estatus del virus. En los
casos virus negativos las reacciones positivas fueron al factor de transcripcion
tiroideo 1 (TTF-1), citoqueratina 7, expresion de p53 con patrén mutado y falta de
expresion de neurofilamento; por el contrario, se identificaron como rasgos
caracteristicos del carcinoma de células de Merkel virus positivo la citoqueratina
8/18, 20, EMA y CD99 en patrén de punto paranuclear, especialmente este ultimo
con una sensibilidad de 81% especificidad del 90% e indice 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 errénea en el
diagnéstico diferencial con otros tumores de células pequefias redondas y azules
[35].

Diagnéstico diferencial

De manera clasica el diagnéstico diferencial de esta neoplasia se basara por su
aspecto morfolégico de células redondas y azules con distribucion dérmica, entre
ellos se destacan tumores epiteliales cutaneos de células pequefas (carcinoma de
células escamosas de células pequeifas, carcinoma de células basales o
carcinoma de glandula sudoripara) 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 retraccion estromal, estroma mixoide y por
supuesto gemacion desde la base epidérmica. Los casos que muestran evidencia
de formacién de conductos pueden sugerir carcinoma de glandulas sudoriparas,
mientras que la presencia de pseudorosetas plantea la posibilidad de
neuroepitelioma periférico. Los detalles nucleares son importantes para hacer un

diagnostico de CCM. Los nucleos de estos tumores suelen mostrar contornos
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redondeados y cromatina finamente dispersa. Cuando estas caracteristicas
nucleares estan presentes brindan una evidencia particularmente sélida contra el
melanoma, el linfoma o los tumores epiteliales cutaneos de células pequenias. El
moldeado de células tumorales y la evidencia de diferenciacion ecrina o
escamosa, si esta presente, argumentan aun mas en contra del melanoma
maligno, al igual que la ausencia de proliferacion de células intraepidérmicas o
unidén 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 caracteristica 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 pequenas que involucran la piel

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

Adicionalmente puede hacerse uso de la inmunohistoquimica para confirmar el
caso o descartar alguna de las neoplasias anteriores resaltandose aqui la
positividad constante del CCM a CK20 en punto paranuclear, cromogranina,
sinaptofisina, cd56, neurofilamento y en algunos casos al MCPyV. La evaluacion
de otros marcadores en conjunto con los anteriores como S100, HMB 45, CD99,
TTF1 y marcadores hematolinfoides permitira hacer diagndsticos diferenciales.

Desde hace mucho tiempo se sabe de la asociacién entre la leucemia linfocitica
cronica (LLC/SLL) y CCM. Este fendmeno epidemiologico se explica por
inmunosupresion 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 especifico para la enfermedad linfoblastica aguda,
linfoma con una pequefa proporcidon de leucemia mieloide aguda mostrando

positividad [55-58].
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Estatificacion y factores pronésticos

En la evaluacion morfolégica hay caracteristicas que cobran importancia
pronostica segun 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 tamafo y mal pronostico. Se recomienda dar el informe de
mitosis por mm2. Otro método recomendado como indice de proliferacion es la
medida en porcentaje de MIB-1 el cual es una proteina nuclear expresada en
ciertas fases del ciclo celular, la cual se ha asociado a un pronostico
significativamente peor en porcentajes >50%. [35,59]. Existe evidencia sobre que
el grosor del tumor es mas predictivo del prondstico que el diametro maximo del
tumor, un parametro de estatificacion actual. Este debe de indicarse en milimetros
y hacer referencia a al menos cuantos milimetros mide desde el estrato granuloso
hasta las células tumorales infiltrantes profundas. Agregado a esto también existe
evidencia sobre el peso que tiene el patron de infiltracidn pues en una serie de 156
pacientes con MCC se encontré que el patron de crecimiento del tumor nodular se
correlaciona con una mejor supervivencia en el analisis univariado y multivariado
[60,61]. Segun las guias actuales el patron que tiene preferencia es el infiltrante,
por lo que de encontrar ambos, es decir nodular e infiltrante debera de reportarse
este ultimo. El patron nodular se define como tumores con una superficie de
contacto relativamente bien delimitada con el tejido circundante, tipicamente
compuesta por uno o multiples nédulos. El patron 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 colageno dérmico o tejido blando mas 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 prondstico
especialmente cuando se encuentra en conjunto con una profundidad tumoral de>
5 mm. Este parametro debe de medirse en la interfaz de tumor y el estroma y

debe informarse como en el reporte estandarizado de melanomas cutaneos en
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razon de la abundancia y distribucion de los mismos como TIL no identificado, TIL

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

Ante la asociacion histologica entre CCM y carcinoma epidermoide in situ y la
relacion epidemioldgica 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
multiples mutaciones y correlacion inversa con la deteccion del poliomavirus de
células de Merkel y en el segundo con un probable mal prondstico subyacente a la
inmunosupresion asociada [63-64].

En la estadificacion TNM la categoria de las metastasis ganglionares dependen de
la informacion clinica y evaluacion histologica realizada. Y dado que el CCM se
propaga primero a los ganglios linfaticos, una biopsia de ganglio linfatico centinela
debe realizarse como un procedimiento de estadificacion [26,37]. De hecho, en
ciertos casos, no hay evidencia del tumor cutaneo primario y CCM se reconoce
sblo después de escision de ganglios linfaticos agrandados [17,38]. Para ello se
clasificara como “micrometastasis” por la identificacion de metastasis en el
examen patologico de muestras de linfadenectomia centinela o regional. Las
"macrometastasis”" se definen como metastasis ganglionares clinicamente
detectables, confirmadas mediante un examen anatomopatoldégico de muestras de
linfadenectomia terapéutica. La metastasis en transito se define como un tumor
distinto de la lesion primaria y ubicado entre la lesidn primaria y el lecho del nédulo
de drenaje o distal a la lesion primaria. Se recomienda que para la evaluacién del
ganglio linfatico vale la pena realizar inmunohistoquimica antes de dar un

resultado negativo [65].
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Estructura, oncogénesis e identificacion 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 integracion al genoma de las células tumorales del

huésped en multiples 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
region de codificacion temprana y otra tardia, separada por una region reguladora
no codificante. Esta ultima contiene el origen de replicacion y los promotores de
ambas regiones. La region temprana contiene la secuencia que codifica los
antigenos T tempranos, los cuales se expresan inmediatamente después de la
infeccion y son necesarios para la replicacion viral. La region tardia se expresa
después de la replicacion del ADN viral y es donde se codifican las proteinas
estructurales necesarias para la produccion del virion VP1-3.

En general poliomaviridae tiene un genoma pequefo incapaz de codificar enzimas
para la replicacion. La replicacion viral se realiza mediante la carga del antigeno
tumoral grande (LT) en la union reguladora no codificante (NCCR) seguido de la

replicacion del reclutamiento de enzimas de replicacion celular.

La region temprana de los poliomavirus contiene el locus del antigeno T el cual es
responsable de la generacion de al menos tres proteinas que son responsables de
la transformacion viral y actividades de tumorigenesis: el antigeno tumoral grande
(LT), el antigeno T pequerio (ST) y 57 Kt.

La region tardia de Poliomaviridae codifica para VP1, VP2 y VP3. La expresion de
VP1 'y VP2 solos en células cultivadas se autoensamblan para producir particulas
similares a virus (VLP) que contienen los principales antigenos virales. Esto es de
especial importancia pues estos ultimos pueden usarse en estudios seroldgicos
para seguimiento. VP3 por su parte puede no ser funcional o no expresarse, de
hecho se ha demostrado su poco agregado pues la adicion de la expresidon de
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VP3 no afecto las particulas similares a virus, mientras que la adicion 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 mayoria
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 1gG
dirigida contra el antigeno VP1 de la capside principal del virus y que la
seroconversion se produce probablemente desde la infancia. A pesar de la alta
prevalencia hasta la fecha no se han podido encontrar sintomas o signos que
demuestren infeccion primaria y actualmente no se conoce ni la ruta de
transmision, los sitios de replicacion primaria, latencia o excrecion, aunque Feng et
al. mostro la expresion de genes tempranos y tardios y la produccion de viriones
después de la transfixibn de genomas MCV circulares en 293 células renales
humanas embrionarias, lo que demuestra que estas células son permisivas para la
replicacion, sin embargo tanto la frecuencia de deteccion como las cantidades de
ADN en estos sitios son bajas en comparacion con las cifras encontradas en piel,
lo que hace que se favorezca la hipdtesis de que la piel es el sitio principal de

excrecion y probable transmision del virus [86-88].

Existen métodos directos e indirectos para la identificacion del virus que estan
basados en reconocimiento de alguna de las proteinas que forman su estructura.
En 2008 el grupo de Chang y Moore desarrollé6 un MoAb para residuos 116 a 129
del LT Ag (clon CM2B4), que tiene surgié como un marcador bastante sensible y
altamente especifico de MCC. En 8 estudios que incluyeron 313 MCC puros, LT
Ag se expreso6 en el 60% y aunque hasta la fecha existen mas trabajos publicados
en los que se demuestra su positividad por encima del 70%, aun no existe una
dilucion ni método de interpretacibn homogeneizado, pues estos con muy
variables, con diluciones 1:10-200 y con criterios de interpretacion positiva desde
cualquier tincion en cualquier porcentaje, por encima del 10%, 50% o puntuacion
Allred 2.
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Es importante mencionar que se ha visto que e la inmunohistoquimica del
antigeno T grande de SV40 (PAb416) no reacciona de forma cruzada con el
antigeno T grande de MCPyV vy, por lo tanto, no es reactivo en el carcinoma de
células de Merkel. SC40 reconoce un epitopo dentro de los aminoacidos 83-128
del antigeno T grande de SV40, mientras que CM2B4 se encuentra contra los
aminoacidos 116-129 del antigeno T grande de MCPyV y el clon CM2B4

reconoce un epitopo unico en uno de estos tramos [89].

2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA:

La incidencia de CCM no esta bien definida debido a su rareza y a la escasez de
grandes analisis retrospectivos internacionales. Generalmente, las estimaciones
de incidencia de CCM se basan en estudios de casos y en revisiones de un solo
pais. 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 problematico definir
si las caracteristicas morfoldgicas y genéticas reflejan la célula de origen de la
neoplasia, de hecho, recientemente se pone en tela de juicio la teoria que se
proponia 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 integracion y
transformacién del virus, ademas existe evidencia donde la sobreexpresion
ectdpica de las oncoproteinas virales MCPyV en ratones transgénicos no logro
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 diagnodsticos diferenciales y concluyendo en
diagnosticos tardios o error diagnostico

La asociacion 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 fisiopatologia, caracteristicas del paciente, comorbilidades,
asociacion con otras neoplasias adyacentes, localizacion, morfologia, marcadores
de inmunohistoquimica y pronostico segun el estatus del virus por lo que
representa una pieza clave en el diagndstico y clasificacion de este tipo de
neoplasia. Para ello se ha propuesto la identificacion del mismo por métodos
directos como PCR dirigida a varios de los fragmentos del virus, asi como
meétodos indirectos como la inmunohistoquimica. De este ultimo método se ha
puesto mayor atencion en el anticuerpo CM2B4 el cual ha resultado ser un método
sensible y especifico con reaccidén positiva por encima del 75% en mas de 20
series de casos reportadas; sin embargo, llama la atencion que varia mucho la
dilucion a la que se realiza la reaccion asi como el método de interpretacion 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 exploracion.

Tal informacién permite el tema como un desafio vigente y de importancia critica,
ya que tales hallazgos tienen implicaciones importantes para el abordaje
diagndstico, la propuesta de nuevas terapias y la implementacion de programas de

prevencion en poblacion especifica.

3. JUSTIFICACION:

Es importante demostrar la casuistica de esta neoplasia en México, asi como
el panel de anticuerpos presente y la identificacion del virus por varios
meétodos.

Los pacientes suelen ser ancianos con neoplasias asociadas o
inmunocompromiso el potencial metastasico es alto y el pronéstico es pobre,

por ello el diagndstico y por lo tanto el tratamiento precoz es fundamental.
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Es importante tomar en cuenta la variacion morfolégica y los marcadores
aberrantes que se pueden expresar y condicionar un posible error diagndstico

y por lo tanto condicionar tratamiento tardio.

4. PREGUNTA DE INVESTIGACION:

¢, Cual es la morfologia y perfil de inmunohistoquimica en 17 casos de carcinoma
de células de Merkel de pacientes mexicanos?

5. OBJETIVOS:

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

células de Merkel en pacientes mexicanos.

Objetivos especificos:

1) Evaluar el estatus de poliomavirus de células de Merkel mediante la
expresion (localizacion, intensidad y porcentaje) de anticuerpo para
proteina 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
amplificacion (positivo o negativo) del antigeno T pequefio y T grande por
PCR.

Objetivos exploratorios:
1) Describir la relacion entre el estatus de poliomavirus con el panel ampliado
de inmunohistoquimica.
2) Describir la relacion entre el estatus de poliomavirus con la morfologia
histologica.
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3) Describir el estatus de poliomavirus de carcinoma de células de Merkel por
medio de inmunohistoquimica (CM2B4) evaluando localizacion, intensidad y
porcentaje.

4) Describir el estatus de poliomavirus de carcinoma de células de Merkel
mediante la amplificacién (positivo/negativo) del antigeno T grande (PyV) y
PV1 por PCR.

6. HIPOTESIS:

La morfologia histoloégica predominante del CCM sera de células pequenas, con
nucleo rendondo y escaso citoplasma.

El panel de inmunohistoquimica predominante sera el clasico (CK+ perinuclear,
TTF-1 -, cromogranina+, sinaptofisina +) con CM2B4+.

El estatus de poliomavirus es positivo por PCR en mas del 80% de los casos de
carcinomas de células de Merkel.

7. MATERIAL Y METODOS:

-Diseno del estudio: Se trata de un estudio retrospectivo y observacional. Se
utilizara estadistica descriptiva: medidas de tendencia central (media/mediana) y
dispersion (desviacion estandar) para las variables continuas y frecuencias y

porcentajes para variables nominales.

-Autorizacién por comités de ética: registro y aprobacién del comité de ética.

-Lugares en donde se realizé el protocolo: Departamento de patologia Instituto
Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran.

-Duracion del estudio: un ano.
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-Fuentes de informacién y muestras bioldgicas: archivos de bloques y
laminillas del departamento de patologia del Instituto Nacional de Ciencias
Médicas y Nutricion Salvador Zubiran e Instituto nacional de cancerologia.
Archivos clinicos digitales de los casos correspondientes a estudiar.

7.1 EVALUACION DE BIOPSIAS:

-Calculo de tamano de muestra: Tamano de muestra por conveniencia,
considerando que se trata de una patologia rara de baja incidencia mundial y de

incidencia desconocida en México:

-Criterios de inclusion, exclusion, eliminacion:

a) Criterios de inclusioén:

Todas las biopsias de pacientes con diagnostico de carcinoma de células de
Merkel que cuenten con bloques de parafina y laminillas tefidas en hematoxilina y
eosina, asi como reacciones de inmunohistoquimica que se encuentren en el
archivo de Anatomia Patolégica del INCMNSZ.

b) Criterios de exclusion:

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 eliminacién:
Casos que se encuentren incompletos para su valoracion, por ejemplo, con
laminillas dafiadas y/o rotas, bloques de parafina sin tejido para analisis y cuando

la inmunohistoquimica no sea valorable.
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7.2 Método, evaluacién e interpretacion de informacién clinica:
A través del archivo electrénico y fisico se obtendran variables tales como la edad

y sexo del paciente asi como ubicacion del tumor.

7.3 Método, evaluacion e interpretacion de morfologia:

Se procedera a la revision de laminillas tefidas 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 interpretacion seran las siguientes:
epidermotropismo (presente/ausente), ulcera (presente/ausente), Elastosis solar
(presente/ausente), necrosis (presente/ausente), Patron de crecimiento (difuso,
trabecular, mixto), Patron de infiltracion (nodular, infiltrativo), indice mitosico
(numero de mitosis en 10 campos de alto poder), tamafio celular (pequefio,
intermedio, grande), forma nuclear (redondo, elongado) volumen de citoplasma
(poco, moderado, abundante), citoplasma claro (presente/ausente), nucleolo
(presente/ausente), formacién de rosetas (presente/ausente), neoplasia adyacente
(presente/ausente).

7.4 Método, evaluacién e interpretacion de inmunohistoquimica:

Se realizaran cortes histolégicos, en microtomo a 4 micras, que se colocaran en
laminillas cargadas, posteriormente se hidrataran 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 recuperacion antigénica en buffer de citratos con pH
9, a temperatura alta en olla de presion, la peroxidasa endégena se bloqueara con
H202-MeOH (9:1)/20 minutos, al finalizar se lavara con PBS Tween 20 (0.05%)
este ultimo lavado se realizara entre cada uno de los pasos que se describen a
continuacion. El bloqueo de inespecificidad se realizara con HCN durante 20

minutos. Tras la aplicacién del anticuerpo en cuestion con su especifica dilucion y
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control se utilizara como anticuerpo secundario HRP acoplada a estreptavidina y
se dejara actuar durante 30 minutos a temperatura ambiente. Se agregara
diaminobencidina disuelta en buffer DAB (1 gota en 1 mL de buffer). Vigilar el
viraje de coloracion (traslucido a café) y realizar lavado para detener la reaccion,
posteriormente se hara una contratincion con hematoxilina, para finalizar, cada
laminilla se montara con resina y se analizara al microscopio, describiendo a
grandes rasgos los tipos celulares marcados, asi como las caracteristicas 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 gradifico el nivel de inmunomarcaje por ubicacion
(nuclear, citoplasmico, membranoso, paranuclear), porcentaje e intensidad
(medido en cruces +/++/+++) considerandose positivo ante cualquier porcentaje e
intensidad de reaccion con patrén nuclear en las células neoplasicas. Lo anterior
fue realizado por dos observadores que evaluaron dichos parametros de manera

independiente y posteriormente en conjunto.

7.5 METODO, EVALUACION E INTERPRETACION DE PCR
Extracciéon de ADN de tejido:

Se realizé la diseccion de 5 mm de tejido embebido en parafina, el cual se
extendié en una laminilla y se colocé en un en un vaso coplin con xilol durante dos
minutos para eliminar la parafina. La laminilla se dej6é secar por 10 minutos a
temperatura ambiente (Fig 1).

Posteriormente se realiz6 la macrodiseccion de tejido que contenia al menos un
70% de células tumorales. Las células fueron colocadas en un tubo de
microcentrifuga de 1.5 ml.

El ADN fue extraido empleando el kit QlAamp 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
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K seguida de la unién del ADN a columnas con una membrana de silica en
presencia de sales caotropicas. Los contaminantes celulares fueron eliminados
mediante diferentes pasos de lavado. EI ADN fue eluido de la membrana de la
columna usando buffer TE (Tris-EDTA pH 8.0) y se mantuvo a 4°C durante un

periodo no mayor a dos semanas.

Unién de
ADN a
la columna

Muestra Desparafinacion Macrodiseccion Lisis
@y Ay i
® 5 |V —

g

il

Centrifugacion Lavado Centrifugacion

Fig. 1 Extraccién de ADN.

La concentracion de ADN de cada muestra se determind por espectrofotometria
(Nanodrop-Termofisher®). En el caso de ADN una unidad densidad optica fue
equivalente a 50 ng/ml. La pureza fue evaluada de acuerdo con las razones
260/280 y 260/230. Una proporcion de 1.8 es aceptada como ADN puro,
proporciones menores a este valor indican la presencia de contaminantes como

proteinas, carbohidratos o resina de las columnas de purificacion entre otros.

Deteccion del ADN de MCPyV mediante reacciéon en cadena de la polimerasa
(PCR).

Se realizo la busqueda de dos fragmentos de ADN correspondientes a dos
proteinas viricas, el antigeno T largo (LT) y la proteina de la proteina de la
capside1 (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 direccion reversa de su inicio de transcripcion. (Fig 2)

En las figuras 3 y 4 se muestra una representacion grafica de la localizacion de los
oligonucledtidos empleados para la PCR asi como de las secuencias amplificadas

para cada gen.

Ori Antigeno T pequeno

! (196-756 ph)
5837/0 %

196-429 pb

VP2 (51184393 ph)

VP3 (49644393 ph)
BamHI 1152 pb

574T
(661-1622 ph)

MCPyV (5387 pb)

VP1 (4427-3156 ph)

Antigeno T largo
(861-3020 ph)

2778-3080 pb

EcoRI (2827 ph)

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

Feng et al 2008
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RQMCPYV-LT_1F5

1033 pb
ROMCPyV-LT_1R

1179 pb

3080 pb

681 pb

CCACAGCCAGAGCTCTTCCTCTGGGTATGGGTCCTTCTCAGCGTCCCAGGCTTCAGACTCCCAGTCCAGAGGA
CCCGATATACCTCCCGAACACCATGAGGAACCCACCTCATCCTCTGGATCCAGTAGCAGAGAGGAGACCACCA

Fig. 3. Gen del antigeno T largo (LT)

1.1F

N/

TGCCTCCCACAT CTGCAATGT GTCACAGGTAATAT CCTCATTTAGCATTGGCAGAGACAC

VP1.1R

4112 pb
VP

4053 pb

3156 pb

4427 pb
AN

Fig. 4 Gen de la proteina de la capside 1 (VP1)

Previo a la preparacion de las mezclas de reaccion las puntas, tubos y pipetas
fueron expuestos a luz UV durante 15 minutos.

Amplificaciéon del Gen del Antigeno T largo (LT): la reaccidon se realizd en un
volumen de 15 ml. La reaccion contenia 7.5 (Il de Master Mix PCR HotStart plus
2X (Qiagen, Hilden, Alemania), 0.12 Il de cada oligonucleétido 10 ['M and 10, 2.5
pl de ADN (~200ng por reaccion) y entre 100-150 ng de ADN. Los
oligonucledtidos usados fueron: RQMCPyV_LT_1F 5'-
CCACAGCCAGAGCTCTTCCT-3,, RQMCPyV_LT 1R 5'-
TGGTGGTCTCCTCTCTGCTACTG-3', (Rotondo et al., 2017a). Las condiciones

de amplificacion se ilustran en la figura 5.
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40 ciclos
Desnaturalizacion - Desnaturalizacion

i Extension
final
Extension
95°C 95°C

15min 45s Alineamiento 72°C 72°C
45s 7min

61°C

45s

4°C

Fig. 5 Condiciones de amplificacion 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% tefidos con SybrGreen
(Thermofisher, USA).

Amplificacién del gen de la capside (VP1): La reaccion se realizé en un volumen
total de 15 ml. La reaccion contenia 7.5 [l de Master Mix PCR HotStart plus 2X
(Qiagen, Hilden, Alemania), 0.12 (]l de cada oligonucledétido 10 (/M and 10, 2.5 pl
de ADN (~200 ng por reaccion) y entre 100-150 ng de ADN. Los oligonucleotidos
empleados para la amplificacion 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 amplificacion

se visualizan en la figura 6.
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40 ciclos
Desnaturalizaciéon - Desnaturalizacion

inicial Extension
final
Extension
95°C 9500
15min 458 A!ineamien7 79°C 79°C
45s 7min
59°C
45s

4°C

Fig. 6 Condiciones de amplificacion del gen VP1

Los productos de amplificacion fueron visualizados mediante electroforesis en

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

En las muestras negativas se evalu¢ la calidad del ADN mediante la amplificacion
del gen de la B-globina de acuerdo con las condiciones reportadas por Pancaldi et
al., 2011, empleando los oligonucledtidos Betaglobine-S 5'-
ACACAACTGTGTTCACTAGC-3’ y Betaglobine-A
5'CAACTTCATCCACGTTCACC-3".

7.6. METODO, EVALUACION E INTERPRETACION DE SECUENCIACION TIPO
SANGER
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Secuenciacion de ADN

Los productos de la amplificacion de LT y VP1 fueron purificados usando el kit de
extraccion de gel QIAquick (Qiagen, USA). Los productos purificados fueron
empleados como ADN molde para la secuenciacion directa usando el Kit de
secuenciacion BigDye Terminator v3.1 (Applied Biosystem, Foster City, CA). La
reaccion se realizo en un volumen total de 20 ml que contenia 3.5 ml de BygDye
Terminator, 2.0 ml de Buffer de secuenciacion 5X, 1 ml de primer 10 mM y 1.5 ml
de agua y 12 ml de ADN molde. Las condiciones de amplificacion se visualizan en

la figura 7.
30 ciclos
Desnaturalizaciéon - Desnaturalizacion
inicial
Extension
95°C 95°C
15s 108 Alineamiento

4°C

Fig. 7 Condiciones de la reaccion de secuenciacion.

Posterior a la reaccion de secuenciacién, 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 retird y la columna fue colocada en un microtubo de 1.5 ml limpio. Se agrego la
reaccion de secuenciacion sobre el gel y nuevamente se centrifugd a 3000 rpm

durante 3 min.
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Columna Centrifugacion 3 Reaccion de Centrifugacion 3 Reaccion
DyeEx 2.0 min a 3000 rpm secuenciacion min a 3000 rpm purificada

PR TR G

Fig. 8 Protocolo de purificacion de reacciones de secuencia con las columnas
DyeEx-Qiagen.

El producto purificado se incubd 30 min a 60 C hasta su completa evaporacion. Se
agregaron 15 ml de formamida (Applied Biosystems, USA) y se incub6 durante 10
min a 95 C.Los productos se separaron en el equipo de electroforesis capilar ABI
3100xI (Applied Biosystems, Foster City, CA). La identificacion de las secuencias
virales LT y VP1 se realiz6 mediante la comparacion de los electroferogramas con
la secuencia de referencia (Merkel cell polyomavirus isolate MCC350, complete
genoma GenBank: EU375803.1 [90-94].

7.7 ASPECTOS ETICOS:

El presente estudio y los procedimientos empleados se apegan al Reglamento de
la Ley General de Salud en Materia de Investigacion para la Salud, asi como con
la declaracion 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 anatomia patoldgica, en
su momento dichas biopsias fueron realizadas por los equipos quirurgicos y para
el abordaje de la enfermedad, previo consentimiento informado del paciente y/o
responsable. Para el presente protocolo no se tomo6 ninguna muestra nueva ni se

realizara maniobra alguna sobre los individuos en cuestion.
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-Recopilaciéon de informacién: de cada biopsia estudiada, se obtuvieron datos
relevantes de los informes histopatologicos en el sistema electronico, archivo
clinico electrénico vy fisico. Se reevaluaron las laminillas correspondientes a cada
caso, con la finalidad de verificar y reevaluar cada diagndstico con variables
adicionales a las obtenidas en los reportes histopatolégicos. La informacion
recabada de los expedientes clinicos fue manejada con estricta confidencialidad y
unicamente para los fines estadisticos antes mencionados. Los investigadores del

presente protocolo declaramos que no tenemos conflictos de interés alguno.

-Riesgo de la investigacion: De acuerdo con la Ley General de Salud, es un
estudio sin riesgo. A todos los pacientes se les solicitd la firma de consentimiento

informado para toma de biopsia o procedimiento quirurgico.
-Posibles beneficios:

Los resultados del proyecto permitiran un aporte al conocimiento de las
caracteristicas en la casuistica 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 teéricamente hacer una diferencia pronostica.

Confidencialidad. Los investigadores nos comprometemos a resguardar y a
mantener en anonimato los datos obtenidos de los sujetos de investigacidon. Los
formatos de recoleccién 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 investigacion en este proyecto.

-Recursos, financiamiento y factibilidad: todos los estudios realizados, y gastos
correspondientes, fueron cubiertos por el departamento de patologia del
INCMNSZ.
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8. RESULTADOS

8.1 CARACTERISTICAS CLINICAS:

Las caracteristicas clinicas de los pacientes incluidos en este estudio se muestran

en la tabla 2.

Tabla 2. Caracteristicas clinicas de los pacientes estudiados

n=17

n (%)
Sexo
Masculino 8 (47)
Femenino 9 (53)
Edad de Diagnéstico
Media (Rango) 67 (43-80)
Metastasis al diagnostico
Si 9 (35)
No 8 (65)
Sitio de Metastasis
Pulmoén 2(12)
Ganglio 3 (18)
Retroperitoneo 3 (18)
Faringe 1(6)
Inicio de tratamiento posterior al diagnéstico
Meses (Rango) 10 (1-12)
Tratamiento inicial
Cirugia 15 (88)
Radioterapia (neoadyuvancia) 2(12)
Adyuvancia

Carboplatino/etoposido 5 (
Carboplatino/etoposido/radioterapia 2 (
Carboplatino/etoposido/radioterapia/ Avelumab 1(6)
Radioterapia 3 (
Sin adyuvancia 6 (
Recurrencia

Masa pararectal 1(6)
Ganglio 1(6)
Gluteo Izquierdo 1(6)
Ingle 1(6)
Sin recurrencia 13 (7
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Se incluyeron 9 mujeres (53%) y 8 hombres (47%). La media de edad en la que se
presento este tumor es de 67 afos con rango entre 43-80 afios. Se identificé que
la mayoria de los casos se localizaron en extremidades inferiores en el 48% de los
casos (n=8) distribuidos en gluteo predominantemente en el 24% (n=4) y muslo-
pierna en la misma proporcion. En cabeza y cuello, asi como en extremidad
superior se encontraron en dos casos (Fig 9). Si tomasemos en cuenta la zona de
exposicion, clasificada por zona foto expuesta y no fotoexpuesta en los casos en
los que se refirid la zona del tumor, el 29% los casos se encontrarian en una zona
no fotoexpuesta (Fig.10). El tiempo para el inicio del tratamiento posterior al
diagnostico fue de diez meses. Las metastasis al diagndstico se presentd en 6
pacientes (35%) ubicandose en ganglio, retroperitoneo, pulmén y faringe en orden
descendente. Es importante mencionar que solo un paciente mostré metastasis en
multiples sitios. El tratamiento inicial recibido fue cirugia 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 etoposido (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%).
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Fig.9 Localizacion del carcinoma de células de Merkel.
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Distribucion de muestras por zona de lesion

Zona
indeterminada
29%

m Zona fotoexpuesta  m Zona no fotoexpuesta Zona indeterminada

Fig.10 Distribucion de muestras por zona de lesidn, informacién disponible en

archivo clinico.

8.2 MORFOLOGIA:

Para este estudio se obtuvieron un total de 26 casos en un periodo de 29 afos
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 caracteristicas morfologicas de los tejidos analizados se muestran

en la Tabla 3. y Fig. 11
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Tabla 3. Caracteristicas morfolégicas 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 lesién
Ulcera 1 (6)
Hiperqueratosis 6 (35)
Elastosis solar 1(6)
Necrosis 8 (47)
Patrén de crecimiento
Difuso 13 (76)
Trabecular 1(6)
Mixto 3(18)
Tamaiio celular
Pequefio 7 (29)
Mediano 7 (29)
Grande 3(18)
Volumen citoplasmatico
Poco citoplasma 13 (76)
Moderado citoplasma 3(18)
Abundante citoplasma 1(6)
Forma de nucleo
Nucleo redondo 11 (65)
Nucleo elongado 0 (0)
Mixto 6 (35)
Nucleolo visible
Si 0 (0)
No 17 (100)
Segunda Neoplasia
Si 0 (0)
No 17 (100)
Formacién de rosetas
Si 0 (0)
No 17 (100)




El 47% de las muestras correspondid 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 favorecio
la ausencia de epidermotropismo 47% (n=8), hiperqueratosis en el 35% de los
casos (n=6) y ulcera en un solo caso 6% (n=1). El resto de las variables fueron
analizadas en todas las muestras en las que se encontro elastosis solar en el 6%

(n=1), patrén de

crecimiento predominante difuso en el 76% (n=13) y mixto en el 18% (n=3) con
patron de infiltracion nodular en el 58% de los casos (n=10). Citolégicamente
destacan células grandes en el 18% (n=3), poco volumen citoplasmico en el 76 %
correspondiendo a la mayoria de los casos (n= 13). La forma del nucleo mas
frecuente fue redonda en el 65% (n=11), existi6 combinacion de morfologia
redonda y elongada en seis casos (35%) y en ninguna muestra se evidencié una

segunda neoplasia adyacente, nucléolo ni formacion de rosetas.
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Fig.11 Caracteristicas morfolégicas: A. Patréon de crecimiento trabecular. B.
Patrén de crecimiento difuso C. Nucleos elongados. D. Nucleos redondo

8.3 HISTOLOGIA:

Considerando aquellas variables del reporte histopatolégico estandarizado (Tabla
4), se observaron tumores con mas de 5mm de profundidad y afeccién muscular
en el 47% de los casos (n=8) y con clasificacion Breslow y Clarck por encima de 5
en el 82% (n=14). Se observo infiltracion perineural en el 24% de los casos (n=4),
permeacion linfovascular en el 41% (n=7), invasién ganglionar en el 52% (n=9) y
margenes 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)
Afeccion Muscular
Si 8 (47)
No 9 (53)
Infiltracién perineural
Si 4 (24)
No 13 (76)
Permeacioén linfovascular
Si 7 (41)
No 10 (59)
Afeccion ganglionar
Si 9 (53)
No 8(47)
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Margenes positivos
Si 5 (29)
No 12 (71)

8.4 ANALISIS DE CM2B4 Y PANEL AMPLIADO POR INMUNOHISTOQUIMICA:

Existen algunas reacciones de inmunohistoquimica que no variaron respecto a su
patrén de zona de tincion celular, entre ellos CM2B4 (nucleo), PAX 5(nucleo),
CK20 (membrana), Cromogranina (citoplasma) y sinaptofisina (citoplasma) TTF-1
(nuclear) CD117 (Citoplasmico) P53 (Nuclear) TDT (citoplasmico). Tabla 5

Tabla 5. Resultados de inmunohistoquimica en carcinoma de células de Merkel

n=17

n (%) n (%)
CM2B4 DT
Positivo 13 (76) Positivo 10 (76)
Negativo 1(6) Negativo 7 (24)
ND 3(17)
PAXS5 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) Citoplasmico 1(6)
CMGA ND 3(18)
Positivo 17 (100) CK8/18
Negativo 0 (0) Perinuclear 8 (47)
SYPH Citoplasmico 5 (29)
Positivo 17 (100) Citoplasmico + perinuclear 1(6)
Negativo 0 (0) ND 3(18)
TTF1 CD99
Positivo 0 (0) Perinuclear 13 (76)
Negativo 17 (100) Citoplasmico 1(6)
CD117 ND 3(18)
Positivo 5(29) TP53
Negativo 12 (71) Positivo (Patrén mutado) 9 (53)

Positivo (Patrdn silvestre) 8 (47)

37



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 resultoé positivo en el 76% de las muestras (n=13) de las tres muestras
restantes uno se considerd negativo por tinciéon citoplasmica y los otros se
consideraron como falsos positivos debido a la reaccidn positiva en bloque en la
totalidad del tejido, granular, tenue en citoplasma y nucleo. En caso de considerar

100
90 —— ——
80
70

60 —

50
40

30 '
20
10

0
Fotoexposicion No Fotoexposcion Indeterminado

B CM2B4%

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

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

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

Los casos sin fotoexposicion o de sitio indeterminado demostraron reaccién por
encima del 70% de las células. Los marcadores de inmunohistoquimica 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 patron paranuclear en el 93% de los casos. CK8/18 resulto
positivo en el 82% (n=14) con patrén perinuclear predominante en el 57%. CD99
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también demostré patron perinuclear predominante en el 93% (n=13). Nueve
casos (53%) demostraron reaccién para P53 con patrén mutado en su forma
homogénea en mas del 80% de la neoplasia. Todos los casos fueron negativos
para TTF1y CDS. Fig.13
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Fig.13 Patrones de tincién en reacciones de inmunohistoquimica. 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 DETECCI()N DE LOS GENES LT Y VP1 DE MCPyV MEDIANTE PCR Y
SECUENCIACION TIPO SANGER

Para detectar la infeccién por poliomavirus en Células de Merkel se amplificaron
dos fragmentos de los genes LT y VP1 de MCPyV mediante la reaccién 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 amplificacién de la capside1 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 15y Fig 16).

Para confirmar que los amplificados detectados eran especificos para MCPyV se

realizé la secuenciacion de los casos positivos para LT y VP1 por el método de

Sanger confirmandose que el producto de 146pb de la PCR correspondia al gen

LT (Fig 17 y Fig 18). Se intent6 secuenciar el producto amplificado de VP1 pero

por ser un producto pequefio no fue posible.
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Fig.14 Electroforesis de los productos de amplificacion del gen TL (A) y VP1 (B)
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200 pb —

100pb —>

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.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

200 pb —>
100 pb —*
50pb —*

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 evaluo la calidad del ADN mediante la amplificacion del

gen de la B-globina.
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Secuencia del gen LT

681 pb
1033 pb
1179 pb

080 pb

CCACAGCCAGAGCTCTTCCTCTGGGTATGGGTCCTTCTCAGCGTCCCAGGCTTCAGACTCCCAGTCCAGAGGA
CCCGATATACCTCCCGAACACCATGAGGAACCCACCTCATCCTCTGGATCCAGTAGCAGAGAGGAGACCACCA

Fig 17. Secuenciacion del gen LT. A: Localizacion del producto amplificado de LT
mediante PCR. B: Secuenciacion tipo Sanger de LT
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Secuenciacion Sanger




CCACAGCCAGAGCTCITCCTI CTGGGTATGGGTCCTT CT CAGCGT CCCAGGCTTCAGACI CCCAGT CCRGAGGAH|
!

Fig. 18. Secuenciacion 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 deteccion de MCPyV por

inmunohistoquimica y PCR en los casos analizados, observandose una mayor

sensibilidad al amplificar el fragmento LT (Tabla 6).

Tabla 6. Comparacion de la deteccion de MCPyV en MCC por inmunohistoquimicay PCR

# CM2B4 PCRLT + PCR # Caso CM2B4 PCRLT + PCR VP1

Caso secuenciacion PV1 secuenciacion
Sanger Sanger

ccm + + CCM10 - +
CCM + + CCM11 + + +

2
CCM3 ND + + CCM12 + + +
CcCm4 + + CCM13 + + +
CCM5 + + CCM14 + + +
CCM6 ND + + CCM15 + + +
CCMm7 + + CCM16 + + -
CCM8 + + CCM17 + + +
CcCMm9 ND + -

9.DISCUSION

En los 17 casos analizados las variables morfolégicas que pueden asociarse al
estatus del virus no demostraron mucha variacion en cuanto al volumen de
citoplasma y forma nuclear siendo la mayoria consistentes con estatus viral
positivo. Y aunque el tamafio celular se distribuy6 sin diferencias notables, el gran
tamano celular se demostro en tan solo 3 casos (18%) lo cual es consistente con
los resultados para la identificacion del virus, tal como la positividad y patron de
marcacion de CD99, CK 20, EMA y CK®8/18.[44] La evaluacion de algunas
caracteristicas  morfologicas como el epidermotropismo, ulceracion,
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
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hiperqueratosis/ulceracion; sin embargo, debe tomarse en cuenta que en estos
trabajos la presencia de estas dos caracteristicas se asoci6 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 clasico, aunque es
de destacar que la mayoria resultaron positivos para el anticuerpo contra la
proteina grande CM2B4 (76.4%), sin embargo, tres casos tuvieron interpretacion
dudosa y uno negativo, casos que finalmente fueron reclasificados como estatus
positivo al virus gracias a dos métodos de biologia molecular. Aunque la PCR
PyV-LT resulto ser positiva en la mayoria (94%) llama la atencién la negatividad
en un caso de CCM con CM2B4 interpretada como positiva, asi como su
positividad en un caso control negativo de mucosa oral normal y piel sana. Esta
informacion es relevante, ya que no es la primera vez que se hace informe de
casos con reaccion dudosa y que finalmente resultan positivos para el virus o
viceversa [96-98]. También existen informes a donde la reaccion se combina con
patrén nuclear-citoplasmatico, o citoplasma sin datos relevantes que sugieran que
al menos sea un patron de reaccion 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 util como un primer
método de abordaje en la busqueda de poliomavirus de células de Merkel, sin
embargo, no podemos considerar su resultado del todo confiable, tan asi que hay
series que ya recomiendan usar este en combinacion de PCR con varios

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

Este mismo fenbmeno se observa con PCR PV1 que, aunque también resulta
positiva en la mayoria 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 mayoria puede deberse a que esta
proteina es un fragmento comun en varas especies de poliomavirus.[101]
Ademas, 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 integracion en cada
caso que llegue a la rutina, lo cual es poco practico. Si tomamos en cuenta que
existe informacion sobre la alta prevalencia de poliomavirus en mucosas y piel
normal, al grado de considerarse parte del virioma resulta hasta innecesaria la
identificacion cualitativa mientras que la cuantitativa representa una posible via de
investigacion para la identificacion de rangos constantes que se relacionen con el
desarrollo posterior de carcinomas y por lo tanto que se pueda predecir su
oncogenicidad, aunque la informacion 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 atencién la presencia
de marcadores de utilidad en hematolopatologia como pax5, TDT y cd117, los
cuales fueron reactivos en mas del 50% de los casos. Esto concuerda con las
series donde se han explorado marcadores de inmunohistoquimica para
diferenciacion pre B y en general de histogénesis, sin embargo, no existe alguna
tendencia con respecto a la zona anatémica. La importancia de esta informacion
radica en los posibles diagnosticos erroneos ante casos comorbidos con
neoplasias hematoldgicas, especialmente cuando la morfologia del carcinoma es
de tipo células pequenas. [85,100]

La expresion de p53 se demuestra con patron mutado en todas las muestras lo
cual no concuerda con estatus viral por morfologia, inmunohistoquimica y métodos
de biologia molecular, pues este patrén de reaccion se ha asociado a oncogénesis
por via UV y estatus negativo para poliomavirus. Esto puede demostrar dos vias
coexistiendo en un mismo fendmeno sin embargo para este constructo
consideramos como propuesta para el futuro ampliar el estudio buscando
alteraciones genéticas dirigidas hacia P53 y asi verificar si es posible distinguir por
este método tal como han sido dadas las bases de su oncogénesis.

48



10. CONCLUSIONES

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

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

El panel de inmunohistoquimica por conjunto no es mas necesario ni mas util que
los marcadores clasicos conocidos, pero hay que reconocer su patron de reaccion
y positividad pues algunos de esos marcadores son de uso constante y suelen ser
los primeros en realizarse (CK).

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

La amplificacion del gen VP1 es una fraccion comun de los poliomavirus y estos
también se ha identificado en tejidos sanos, por lo que no seria recomendable
utilizarse la busqueda individual si el objetivo es demostrar la presencia de un tipo
especifico de poliomavirus de células de Merkel.
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