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Resumen
Antecedentes

A nivel mundial, el cancer de colorrectal constituye la tercera neoplasia mas comun
en hombres y la segunda en mujeres. Su aparicion se relaciona con factores
dependientes del paciente y alteraciones moleculares. La identificacion de las vias
de tumorogénesis, nos permite subclasificar a los pacientes y protocolizar
tratamientos. La inestabilidad microsatelital constituye una de estas vias; se presenta
en un 15% a 20% en el carcinoma colorrectal y su presencia se asocia a un mejor

prondstico.
Objetivo:

Determinar la frecuencia de expresion tisular de proteinas reparadoras del sistema
microsatelital y su distribucion de acuerdo a los factores prondsticos en biopsias de
pacientes con cancer colorrectal atendidos en el Instituto del Cancer Solca-Cuenca
durante el periodo 2004-2014”.

Método:
Es un estudio de tipo transversal, analitico.
Resultados:

Se estudiaron 240 pacientes con cancer colorrectal. EI 37.9% correspondid a
hombres y el 62.1% a mujeres. La media de edad fue 66.2 afos. El 58.75% (n=
141) tuvieron localizacion en colon. Se observé falta de expresiéon proteica en un
24.2 % (58 pacientes). En cuanto a que proteinas, el 68.96% (40 casos) fueron
MLH1/PMS2; 1.72 % (1 caso) MSH2/MSH®6. De los casos que no expresaron las
proteinas el 87.93% se localizaron en el colon; 79.3% fueron adenocarcinoma;
58.6% fueron grado moderado y 37.9% fueron etapa Il. En el analisis bivariado se
estableci6 asociacion estadisticamente significativa entre la inestabilidad
microsatelital con localizacion del tumor (OR 7.4; IC 3.2-17) y el grado de
diferenciacion (OR 2.8; IC 1.5-5.4).

Palabras claves: IMS (INESTABILIDAD MICROSATELITAL) CCR: (CARCINOMA
COLORRECTAL)
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Abstract

Globally, colorectal cancer is the third most common neoplasm in men and the
second in women. Its occurrence is related to factors dependent on the patient and
molecular alterations. The identification of the pathways of tumorogenesis, allows
us to subclassify patients and protocolize treatments. Microsatellite instability is one
such path; Is present in 15% to 20% in colorectal carcinoma and its presence is
associated with a better prognosis.

Objective:

To determine the frequency of tissue expression of reparative proteins of the
microsatellite system and their distribution according to prognostic factors in
biopsies of patients with colorectal cancer attended at the Solca-Cuenca Cancer
Institute during the period 2004-2014.

Method:
It is a cross-sectional, analytical study.
Results:

We studied 240 patients with colorectal cancer. 37.9% were men and 62.1% were
women. The mean age was 66.2 years. The 58.75% (n = 141) had colon location.
A lack of protein expression was observed in 24.2% (58 patients). As for proteins,
68.96% (40 cases) were MLH1 / PMS2; 1.72% (1 case) MSH2 / MSH6. Of the cases
that did not express the proteins, 87.93% were located in the colon; 79.3% were
adenocarcinoma; 58.6% were moderate grade and 37.9% were stage Il. In the
bivariate analysis, a statistically significant association was established between
microsatellite instability with tumor localization (OR 7.4, Cl 3.2-17) and degree of
differentiation (OR 2.8, Cl 1.5-5.4).

Key words: IMS (MICROSATELLITE INSTABILITY) CCR: (CARCINOMA
COLORRECTAL)
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Capitulo |
1.1 Introduccién

La patologia oncolégica durante los ultimos afios ha incrementado su incidencia.

El carcinoma colorrectal no ha sido su excepcion.

Actualmente constituye la tercera neoplasia mas comun en hombres (746.000
casos, 10% del total) y la segunda en mujeres ( 614.000 casos, 9.2% del total).

Cerca del 55% de los casos ocurren en paises desarrollados (1).

Existe una amplia variacion geografica de la incidencia en todo el mundo y los
patrones geograficos son muy similares en hombres y mujeres. Las tasas mas
altas estan en Australia / Nueva Zelanda y los méas bajos en Africa occidental.
La mortalidad es un 8.5% a nivel mundial, pero un 52% es a nivel de regiones
pobres (1).

En una patologia heterogénea, especialmente con respecto a la localizacion
anatémica del tumor, las diferencias genéticas y raciales y, por ultimo, las

interacciones del estilo de vida que influyen en su desarrollo (2).

La evolucion de la enfermedad esta determinada por diversos factores,
entendiéndose como factores como aquellos elementos que dan informacién
sobre el desarrollo de la patologia y en el cancer de colon a estos factores les
podemos dividir en tres aspectos:

1.- Dependientes del paciente: dentro de este grupo se hallan factores de riesgo
como: edad, estilo de vida, habitos dietéticos, actividad fisica y la obesidad.

2.- Dependientes del tumor: el mas importante la etapa clinica en donde se

analiza tamafio, compromiso ganglionar y presencia de metastasis.

3.- Dependientes de los cambios moleculares que constituyen las vias de la

tumorogénesis.

En los ultimos afios hemos asistido a un avance muy significativo en el
conocimiento de los mecanismos que participan en su desarrollo y progresion.
Ese avance abarca desde la identificacion de diversos factores genéticos o

moleculares implicados en la fisiopatologia de esta neoplasia, hasta la
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caracterizacion de multiples aspectos epidemiologicos involucrados en su

génesis (3).

La mayoria de los carcinomas colorrectales que ocurren son de tipo esporadico
(75%), es decir sin predisposicion existente de tipo familiar o genética.

En la actualidad se han identificado 3 principales vias moleculares de

tumorogénesis (4):

1.- Inestabilidad cromosdémica, representan el 85% de los casos, en donde
existen mutacion de genes como el K-ras e inhibicion de genes supresores (APC,
DCC, TP53).

2.- Alteracion del sistema de reparacion de errores producidos durante la
replicacion del ADN, que esta controlada por los genes de los microsatélites,
fundamentalmente MLH1, MSH2, MSH6 y PSM2. Estas lesiones se denominan
“tumores por inestabilidad de microsatélites” y suponen el 15% de los canceres
colorrectales esporadicos y el 95% de los canceres colorrectales hereditarios no
polipoideos o sindrome de Lynch. A su vez estos genes producen proteinas
como la MLH1, MSH2, MSH6, PMS2.

3.- El fenotipo metilador de islas CpG (CIMP, CpG Island Methylator Phenotype)
(4,5,6,7).

Ahora, se ha observado que la identificacion de estas vias de desarrollo
neoplasico, tienen inferencia sobre el comportamiento del mismo. En suma, se
ha aceptado un mejor prondéstico en aquellos pacientes con inestabilidad
microsatelital. Reportes recientes de andlisis retrospectivos sugieren que el
beneficio de la quimioterapia adyuvante podria ser predecible, sobre la base del
estado de los microsatélites en el tumor. Los mayores beneficios de la
guimioterapia adyuvante basada en irinotecan se agrupan en aquellos con

inestabilidad microsatelital, mujeres, y localizados en colon derecho (8).
1.2 Planteamiento del problema

En carcinoma colorrectal es una patologia frecuente y a pesar de ser una
neoplasia de aparicion en pacientes de edad avanzada, cada dia se detectan

casos en gente mas joven, de ahi la importancia de realizar un diagnostico
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oportuno, lo que representa un gran reto en el conocimiento de la patologia y
actualizacion en el manejo adecuado, con la finalidad de aumentar la sobrevida

y mejorar, en lo posible, la calidad de vida.

Los estudios moleculares en pacientes con cancer de colon en nuestro pais y
medio son escasos y esta demostrado que en los procesos neoplasicos no
solamente es de utilidad estudiar el fenotipo tumoral sino también el genotipo ya
gue implican evoluciones y tratamientos diferentes, por lo que con este estudio
se pretende identificar un grupo distinto de pacientes con cancer de colon desde

el punto de vista molecular.
En base a lo expuesto nos planteamos la siguiente pregunta de investigacion.

¢, Cudl es la frecuencia de falta de expresion tisular de proteinas reparadoras del
sistema microsatelital, en biopsias de pacientes con diagndéstico de carcinoma

colorrectal y como se distribuyen de acuerdo a los factores prondsticos?
1.3 Justificacion

Los datos obtenidos nos daran un panorama actual y real de cémo utilizar este
método en forma protocolizada y complementario de diagnéstico en nuestra

poblacion; mejorando tratamientos y la calidad de vida de los pacientes.

La informacion generada en este trabajo puede ser utilizada para fomentar

investigaciones, teniendo mayor base cientifica.
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Capitulo II
2. Fundamento teérico

Definicién de cancer de colon

Es una proliferacion incontrolada de células epiteliales de la mucosa de colon,
que puede dar metastasis. Es el proceso maligno mas frecuente del tubo

digestivo y causa de morbilidad y mortalidad en todo el mundo.

Epidemiologia y factores de riesgo

El carcinoma colorrectal (CCR), es una neoplasia ubicada en tercer puesto a
nivel mundial y causa de un indice elevado de muertes. Su incidencia es de 1.2
millones de nuevos casos por afio con un 50% de mortalidad y la gran mayoria
suelen ser adenocarcinomas (9). La edad promedio de diagndstico es en la
séptima década de la vida. Los varones se afectan con una frecuencia
ligeramente mayor que las mujeres (10). En un pequefio porcentaje de casos, el
diagnostico se efectia en edades inferiores a los 40 afos, habitualmente en el

contexto de formas hereditarias.

En el Cantén Cuenca, segun los ultimos datos publicados en el sexto informe
2005-2009 por el Registro de tumores del Instituto del Cancer, SOLCA de la
ciudad de Cuenca, el cancer colorrectal se ubica en el noveno en las mujeres y
sexto lugar en los hombres. La edad promedio es de 65 afios en el sexo femenino
y 67 afos en el sexo masculino. El adenocarcinoma corresponde al 95% de

todos los canceres colorrectales.

Los factores de riesgo asociados a su aparicion son multiples, entre los que mas
se conocen los relacionados con el paciente y que pueden ser divididos como no

controlables y los controlables.

a. No controlables, la edad es importante. La probabilidad de diagndstico de
cancer colorrectal aumenta a partir de los 40 afos. Asi, mas del 90% de
los casos de cancer colorrectal se desarrollan en personas con edades en
torno a los 50 afios 0 mayores. Sin embargo, el diagnéstico de CCR
parece incrementarse entre la poblacion joven; en los Estados Unidos, el

cancer colorrectal se sitla ahora entre uno de los 10 tipos de cancer
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diagnosticados mas frecuentemente en hombres y mujeres, con edades
comprendidas entre los 20 y 49 afios (11). También esta relacionado con
el historial de pdlipos adenomatosos y enfermedad inflamatoria intestinal

b. Controlables: Se reconocen los siguientes: el estilo de vida: los habitos
dietéticos, la actividad fisica y la obesidad (12,13,14,15).

De acuerdo a su origen y expresion tres tipos CCR pueden ser distinguidos: los
esporadicos (sin antecedentes familiares), familiares (aquellos en donde los
genes no asociados han sido identificados) y los hereditarios (existen
alteraciones en la linea germinal; aqui tenemos dos grupos: la polipomatosis

adenomatosa familiar y el cancer colorectal poliposico hereditario).

Los casos esporadicos acontecen en un 60-80%, mientras que en los casos

familiares aparecen en un 20-40% y finalmente los hereditarios en un 3%(16).

Factores prondsticos

Las caracteristicas clinicas como localizacion de la neoplasia, el tipo histolégico,
el grado y la etapa clinica estan considerados como factores prondsticos.

Localizacion: pueden identificarse en colon derecho, transverso, izquierdo,
sigma y recto. Sin embargo, varios estudios sustentan que el colon y el recto
tienen comportamientos distintos por su desarrollo embriolégico, riego
sanguineo, considerandolos como entidades diferentes. A su vez diferencian los
carcinomas de colon de acuerdo a su localizacion en: derecho (comprende
desde el ciego hasta la flexion esplénica) e izquierdo (colon descendente,

sigmoides) (17).

Tipo histoldgico: la clasificacion establecida por la organizacion Mundial de la
Salud indica algunas variantes histomorfolégicas de las cuales el 97%
corresponden adenocarcinomas, sin otra especificacion, el adenocarcinoma
mucinoso en un 4 a 19%, el adenocarcinoma de células en anillo de sello en un
1% y con frecuencias muy bajas tenemos el carcinoma de células pequefas,

carcinoma medular y el carcinoma indiferenciado (18)
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de diferenciacion: tenemos:

G1 Bien diferenciado en donde las células tumorales tienen una gran
semejanza con las del epitelio glandular.

G2 Moderadamente diferenciado aqui las células tumorales tienen menos
semejanza, pero aun recuerdan estructuras glandulares.

G3 Pobremente diferenciado en donde las células tumorales tienen
menos similitud al tejido original y es dificil identificar alguna estructura
tubular.

G4 Indiferenciado o anaplasico. En los indiferenciados las células
tumorales no guardan ningun parecido con las originales no

identificandose estructuras glandulares

Etapa tumoral: Se utiliza la clasificacion modificada de Astler-Coller-Dukes o el

sistema de estadificacion que a su vez se basa en el TNM, que valora: tamafio

tumoral, compromiso tumoral en el espesor de la pared intestinal, infiltracion

ganglionar y metastasis. De acuerdo a esto tenemos 4 etapas que se muestra
en la figura 1 (19,20).

Figura 1
Etapa |
Carcinoma intramucoso (Tis).
ETAPAII
EstadiollA  Compromete hacia las capas mas externas del colon o del recto, pero no ha atravesado estas capas (T3).
EstadiollB  Compromete a través de la pared del colon o del recto, pero no ha crecido hacia otros tejidos u dorganos adyacentes (T4a).
EstadiollC  Compromete a través de la pared del colon o del recto y esta unido o crece hacia otros tejidos u drganos adyacentes (T4b).
ETAPAIII
EstadiolllA  Compromete las capas mds externas del colon o del recto, pero noha alcanzado los drganos adyacentes. Se propagd a entre 1 a 3 ganglios
EstadiolllB  Eltumor rebasa la capa muscular propia infiltrando los tejidos perirrectales o pericoldnicos.
Estadiofic  to{incluyendoel peritoneo visceral ). Se propagda entre 4a 6 ganglios.
ETAPAIV
EstadiolVA  Se propagda un drgano distante oa ungrupo distante de ganglios linfaticos (M1a).
EstadiolVB  El cdncer se propagd a mds de un drgano distante 0 un grupo de ganglios linfaticos distantes, 0 se ha propagado a partes distantes del peritoneo.
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Ademas se ha mencionado que la respuesta inflamatoria es de fundamental
interés en este tipo de tumores. La misma es mediada por linfocitos y factores
inmuno reguladores, por lo que el estudio de los linfocitos en la zona tumoral y
peritumoral, ademas de los mediadores de la respuesta podria ser Gtil en la
estimacion del grado de respuesta de cada paciente. En pacientes con
carcinoma colorrectal, la presencia de linfocitos T CD8 ha sido relacionada con

estadios mas tempranos, menor invasion tumoral y mejor sobrevida (21).

Bases Moleculares

Considerables progresos se han hecho durante los ultimos 20 afios para definir
las bases moleculares del carcinoma colorrectal. La heterogeneidad genética de
esta enfermedad es ahora bien conocida teniendo mejores implicaciones para

los estudios etioldgicos y respuestas a las terapias adyuvantes (22).

Desde el punto de vista de las alteraciones genéticas, se han mencionado tres

vias moleculares de tumorogénesis:

1.- Via supresora o de la inestabilidad cromosomica: la mayoria (90%) de los
CCR presentan mutacion de genes (K-ras) e inhibicion degenes supresores
(DCC, APC, TP53). Los tumores originados por esta asociacion de alteraciones,
denominada via supresora, muestran entre sus caracteristicas el ser euploides
(23).

2.- Existe una segunda via oncogénica caracterizada por la alteraciéon del
sistema de reparacion de errores durante la replicacién del ADN, controlado por
los genes de los microsatélites (mismatchrepair), principalmente MLH1, MSH2,
MSH6 y PMS2. Los tumores desarrollados por esta via presentan cientos de
mutaciones en secuencias altamente repetitivas denominadas microsatélites.
Para denominarlos se han aplicado en la literatura diversos términos como
tumores con inestabilidad de microsatélites (IMS+), tumores con alteracion de la
via reparadora (MMR+), tumores con fenotipo RER+ (replication errors) o

tumores con fenotipo mutador.

3.- El fenotipo metilador de islas CpG (CIMP, CpG Island Methylator Phenotype
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Inestabilidad microsatelital

Los microsatélites son secuencias repetitivas de nucleétidos que existen en el
ADN en condiciones normales. Estas secuencias repetitivas son muy propensas
a presentar deleciones o inserciones, que habitualmente son reparadas por los
genes reparadores de errores. Estos genes son cuatro: MLH1, MSH2, MSH6
PMS2 que a su vez producen 4 proteinas como son MLH1, MSH2, MSH6 PMS2.
Cuando estos genes se hallan inactivados, se produce el fendmeno de la
inestabilidad de los microsatélites y es un reflejo de la incapacidad de la célula
alterada para corregir las deleciones e inserciones en regiones del ADN que son
repetitivas (microsatélites), debido a la ausencia de un sistema de reparacion de
ADN.

Fue reportado por primera vez en 1993 por varios autores con la presencia
repetida de cientos de alteraciones somaticas en la longitud de microsatélites de

ADN en casos de cancer esporadicos y familiares.

Esta alteracion acontece en un 10 al 20%. Aunque esta aberracion genética es
una caracteristica del Sindrome de Lynch, también la encontramos en un 15% al

20% de los carcinomas colorrectales de tipo esporadico (24).

Estado del arte

Relacién entre factores prondésticos e inestabilidad microsatelital

Existe evidencia acerca de que la inestabilidad en mas frecuente en el sexo
femenino y a su vez este se incrementa con la edad entre 4.9% entre edades

comprendidas 41 a 50 afos y 24% entre 71-80 afos (25).

Una situacion particular manifestada en la literatura, los carcinomas colorrectales
con inestabilidad microsatelital se presentan sobre todo en los tumores
productores de mucina. En este tipo histolégico la frecuencia esta relacionada
con su localizacién: son inestables un 60% de los tumores mucinosos localizados
en el lado derecho y tan solo un 20% de los localizados en el lado izquierdo. El
segundo tipo en frecuencia es el carcinoma medular (8%).Practicamente todos

los carcinomas medulares son IMS+. El carcinoma de células en anillo de sello
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es un tipo histolégico raro que se asocia a inestabilidad en un 25% de casos y

supone un 2,2% del total de tumores IMS+ (26).

En cuando al grado de diferenciacion la IMS se presenta en un 63% en los poco
diferenciados frente a un 8% de los bien diferenciado (27).

Sabemos que la etapa constituye un factor prondstico importantisimo. Se ha
observado que el estadio Il es mas frecuente que presente inestabilidad
microsatelital y en ellos el uso de 5-fluorouracilo no beneficiaria al paciente,

sugiriendo al estado de MSI como un valor predictivo de respuesta a terapia (28).

Métodos de valoracion de inestabilidad microsatelital

El estudio de las alteraciones del mecanismo de reparacion puede realizarse de
tres maneras: a) estudiando los genes directamente b) analizando la expresion
de las proteinas codificadas o c) analizando microsatélites, que son la diana final
donde actuan las proteinas reparadoras. Como el analisis de mutaciones
germinales es costoso, habitualmente se seleccionan los pacientes con tumores

IMS mediante las dos Ultimas técnicas mencionadas anteriormente.

Inmunohistoguimica

Se recomienda en la actualidad el uso de 4 marcadores (MLH1, MSH, MSH6 y
PMS2). El estudio se lo realiza sobre tejido fijado en formol e incluido en parafina.
Para su valoracion siempre se dispone de controles internos positivos (estroma,
linfocitos), necesarios para poder determinar que la ausencia de expresion en un
tumor, no es debida a un problema de la técnica. Un caso se considera con
pérdida de expresion cuando no se observa inmuno-tinciéon en ninguna célula
neoplasica. Frecuentemente la tincion obtenida es heterogénea. Por ello,
siempre se debe valorar la pérdida de expresion en un campo de gran aumento
gue disponga de controles internos positivos. El resultado inmunohistoquimico
debe expresarse como presencia o ausencia de expresion de cada una de las
proteinas o como no valorable si no se obtienen controles internos adecuados.
No deben establecerse valoraciones semicuantitativas basadas en la intensidad
y porcentaje de inmunotincion porque se ha demostrado que hasta en un 5% de
los tumores no se detecta pérdida de expresion del gen mutado. Para detectar

estos casos se hace necesario recurrir al andlisis de microsatélites (29, 30).
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La falta de expresion de MLH1 / PMS2 sugiere que podria estar dafiado el gen
MLH1, sin poder distinguir si son de origen germinal. La falta de expresion de
MSH2/MSH6 sugiere que podria existir mutacion en la linea germinal MSH2
necesitandose del analisis genético por la probabilidad de presentar sindrome
de Lynch (29,47,48).

El analisis de microsatélites a través de la inmunohistoquimica tiene una
sensibilidad del 77-100% y una especificidad del 98 al 100% (31,32).

Correlacion con ADN

En 1998 se acordd un consenso con un panel de 5 marcadores y los criterios
para definir la inestabilidad. Se considera que un tumor presenta alta IMS (IMS-
H) si muestra inestabilidad en 2 0 mas marcadores y baja IMS (IMS-L) si aparece
en un marcador. Actualmente tiende a abandonarse el concepto de IMS-L porque
se ha demostrado que este grupo presenta caracteristicas superponibles a las
de los tumores sin IMS. Excepto que se especifique lo contrario, el término IMS+
se refiere a los antes denominados IMS-H. El analisis se realiza mediante PCR
comparando en cada caso el tamafio de los alelos del tumor con su
correspondiente ADN no tumoral. En los tumores con IMS pueden observarse
con los marcadores dinucleotidos inserciones o deleciones en el ADN tumoral,

mientras que con los mononucle6tidos siempre son deleciones (29).
Inestabilidad de los microsatelites como factor prondstico

Numerosos estudios establecieron el valor del estado de IMS como factor
prondstico en todos los carcinomas colorrectales independientemente de la
edad. Los resultados de un metaanalisis, incluidos 7642 pacientes, demostraron
gue los pacientes con carcinoma colorrectal que presentan inestabilidad de los
microsatélites muestran un prondstico significativamente mejor en comparacion

con aquellos que no lo tienen (33).

El impacto que ha producido esta investigacion es variable. Algunos estudios
exponen que tumores con IMS tienen una sobrevida mejor, comparados con los
qgue no lo tienen pero el valor prondéstico varia significativamente entre los

diferentes estudios (31).
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En general se puede decir que la inestabilidad microsatelital puede ser utilizada

como marcador prondstico y responsable de la terapia posterior establecida.
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Capitulo IlI
3. Objetivos

3.1 Objetivo general

1. Determinar el porcentaje de la falta de expresion tisular de proteinas
reparadoras del sistema microsatelital y su distribucion de acuerdo a
factores prondsticos en biopsias de pacientes con diagnostico de cancer
colorrectal atendidos en el Instituto del Cancer Solca-Cuenca durante el
periodo 2004-2014.

3.2 Objetivos especificos

1. Caracterizar a la poblacion socio-demograficamente

2. Determinar la frecuencia de expresion tisular de proteinas reparadoras del
sistema microsatelitalen las biopsias de pacientes con cancer colorrectal

3. Identificar factores prondésticos: sitio de lesién, tipo histoldgico, grado de
diferenciacion histolégica, etapa clinica.

4. Determinar la distribucion entre la expresion proteica y factores

prondsticos.

21 R. Murillo



Universidad de Cuenca

Capitulo IV
4. Disefio metodoldgico
4.1 Tipo de estudio
Se realizé un estudio analitico transversal
4.2 Area de estudio

Servicio de Anatomia Patoldgica del Instituto del Cancer, SOLCA, Cuenca,
Ecuador.

4.3 Universo

En universo fue tomado como desconocido. El calculo del tamafio de la muestra
para determinar la presencia de la expresion proteica del conjunto de proteinas
de la inestabilidad microsatelital se realiz6 utilizando una prevalencia estimada

de 15% con un intervalo de confianza del 95%, precision de 5%

Se utilizé el Software Epilnfo V 7.2.1.0

. Population survey or descriptive study
For simple random sampling, leave design effect and dusters equal to 1.

[T ——— Total
Population size 999999 I

80% 84 84
Expected frequency: 1 5| %| a0 138 138
95% 196 19%
| Acceptable Margin of 5
Error:
97% 240 240
Design effect 1,0 9% 338 338
99.9% 562 552
Clusters 1
99.39% 72 772

El tamafio de muestra requerido fue 196 casos. Al momento del inicio del
proyecto contabamos con 240 casos que cumplian con criterios de inclusion y

exclusion y trabajamos con este nimero de casos.
4.4 Criterios de inclusion

Todos los pacientes con diagnéstico de carcinoma colorrectal que cuenten con
tejido para su andlisis obtenido a través de endoscopias 0 resecciones

quirdrgicas. Presencia de datos clinicos para el estudio.
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4.5 Criterios de exclusion

Todos los pacientes con diagndéstico de carcinoma colorrectal que cuenten con
tejido pero que el mismo presenten defectos de fijacién y procesamiento que no

permitan realizar técnicas de inmunohistoquimica.
Ausencia de datos de interés en la historia clinica
4.6 Variables.

e Variables demograficas: edad, sexo, residencia.

e Factores prondsticos: localizacion, tipo histologico, grado tumoral, etapa
clinica

e Factores predictivos: falta de expresion tisular de proteinas del sistema

microsatelital
4.7 Operacionalizacion de las variables
Las variables se operacionalizaron en una matriz. Anexo 1.
4.8 Procedimientos y técnicas

Una vez que el caso haya sido identificado mediante la revision de los archivos

de patologia, se realizara:

e Verificacion de criterios de inclusion y exclusion.

e Llenado del cuestionario por parte del equipo investigador en el que se
incluyen los factores prondsticos a analizar y posteriormente con los que
se quiere establecer relacién. Esto se lo realizara revisando las historias
clinicas digitalizadas y el informe de anatomia patoldgica. (Anexo 5)

e Se procedié a la recuperacion del bloque de tejido y a la fabricacién
automatizada de los arreglos de tejido (TMA) con el equipo Unitma,
modelo UATM-272 A de procedencia Koreana, para lo cual se puncion6
nacleos de tejido cilindrico que miden 3 mm de diametro y se insertan en
una parafina receptora. Todos los bloques contenian control positivo.

e Realizacién de la técnica de inmunohistoquimica: Se utiliz6 4 proteinas
como son MLH1, MSH6, MSH2, PMS2. Para el control de calidad cada

uno de los casos fueron interpretados con un control positivo. Los
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anticuerpos utilizados son MLH1 clona 6168-728 B105B, MSH2 clona
219-1129 B105B, MSH6 clona 44 B105B, PMS2 clona EP51 B105B. Se
utilizé el kit de deteccion Ultra View Universal DAB Ventana Equipo para
procesamiento Benchmark Ventana. La interpretacion de la expresion fue
realizada por dos patélogos previamente capacitados para ello.

Interpretacion: Casos que mostraron ausencia de tincion nuclear en
presencia de tincion en tejidos no neoplasicos adyacentes, como el
epitelio normal de colon, células del estroma e inflamatorias, fueron

consideradas como falta de expresion.

4.9 Analisis de lainformacién y presentacion de los resultados

Una vez recopilados los datos sobre las variables de estudio se ingresaron
en una matriz de datos en el programa estadistico SPSS version 15 en
espanol para Windows™ y se procesé la informacion con estadistica
descriptiva y analitica.

Las variables fueron analizadas en nimero de casos (n) y porcentajes
(%). Se presentan los resultados en tablas simples y de doble entrada
para la distribuciébn de frecuencias, porcentajes. Se realizd andlisis
bivariado y regresion logistica multivariado. Se consideraron significativos
los valores de P< 0.05

4.10 Aspectos éticos de la investigacion

El proyecto respetd las normas éticas de investigacion en sujetos humanos

establecidas. Se considera, implicitamente, que no invade el derecho a la

privacidad del paciente, ni atenta contra sus derechos, por tanto, el presente

estudio prescindié del consentimiento informado. Sin embargo, se garantizé que

el manejo de la informacién se apegara estrictamente a los objetivos de la

investigacién y su divulgacion se convierte en un atributo académico o de las

instituciones de salud en las que se realizo.
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Capitulo V
5. Resultados

Se estudiaron 240 pacientes. El 37.9% correspondié a hombres y el 62.1%, a
mujeres. La media de la edad fue 66.2 afios (DS 16.7), la minima 19 afios y la
méxima 105, la mediana fue de 67 afios; en ambos casos correspondieron a
pacientes de sexo femenino. En la zona urbana residian el 82.9% de pacientes

y en larural el 17.1%.

En lo que se refiere a la expresion tisular del conjunto de las proteinas
reparadoras del sistema microsatelital, se observo falta de expresion en un
24.2% (58 pacientes). El 82.75% (48 casos) no expreso 2 proteinas, 10.34% (6
casos) 3 proteinas y el 6.89% (4 casos) 4 proteinas. En cuanto a que proteinas,
el 68.96% (40 casos) fueron MLH1/PMS2; 1.72 % (1 caso) MSH2/MSH6 vy el
29.31% para otras combinaciones. El 75,8% del total (182 pacientes) si tuvieron

una expresion conservada.

La distribucion de los casos de acuerdo a los factores prondsticos y sus

categorias, se presento de la siguiente manera:

Tabla 1. Distribucion de 240 pacientes con cancer colorrectal de acuerdo a
factores prondsticos Instituto del Cancer, SOLCA. 2004 a 2014.

Factores prondsticos n =240 % = 100
Localizacion
Recto 99 41,3
Sigmoides 30 12,5
Derecho 80 33,3
lzquierdo 19 7,9
Transverso 12 5,0
Histologia
Adenocarcinoma 207 86,3
A. Mucinoso 31 12,9
A. Anillo de sello 2 0,8
Grado
Moderado 178 74,2
Poco 68 25,0
Bien 1 0,4

Etapa Clinica

I 36 15,0
I 76 31,7
nn 59 24,6
v 69 28,7

Fuente: Base de datos de la investigacién
Elaborado por: Murillo Rocio
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En la actualidad, debido a las diferencias en la carcinogénesis, el
comportamiento clinico, estrategias de manejo y expectativas de supervivencia
al cancer de colon y recto se lo estudia por separado; a su vez el colon se lo
divide en derecho o proximal (ciego, colon ascendente y transverso) e izquierdo
o distal (colon descendente y sigma). Para el analisis de la expresion proteica se

ha tomado en cuenta estos aspectos.

La expresion tisular de proteinas reparadoras de acuerdo a los factores

prondsticos en cancer colorrectal se presenta en la tabla a continuacion:

Tabla 2. Analisis bivariado de la expresion tisular de proteinas reparadoras del
sistema microsatelital y factores prondsticos en 240 biopsias de pacientes con

cancer colorrectal. Instituto del Cancer, SOLCA. 2004 a 2014. Cuenca.

. Expresion de proteinas
Factores prondsticos ) Total (n = 240) % OR IC p
Si(n=182) % No (n=58) %
Sexo
Masculino 1 39,01 20 34,48 91 37,92 12 0,6-2,2 0.5
Femenino 111 60,99 38 65,52 149 62,08
Localizacion
Recto 92 50,55 7 12,07 99 41,25 14 32-17 0.0
Colon 90 49,45 51 87,93 141 58,75
Tipo Histoldgico
Adenocarcinoma 161 88,46 46 79,31 207 86,25 2 09-4 0.07
Mucinoso y A.
sello 21 11,54 12 20,69 33 13,75
Grado Tumoral
Bien y Moderado 146 80,22 34 58,62 179 75 28 15-54 *0.0001
Paco 36 19,78 24 41,38 60 25
Etapa clinica
| 27 148 9 15,5 36 15 0.9 04-21 0.8
I 54 297 2 379 76 317 08 04-15 0.6
i 45 24,7 14 4,1 59 24,6 1.0 05-20 09
v 56 30,8 13 224 69 288 15 0.7-3.0 0.2

Fuente: Base de datos de la investigacion
Elaborado por: Murillo Rocio.

La asociacion estadistica de la expresion tisular de las proteinas reparadoras del
sistema microsatelital se establecié con los factores localizacion del tumor y

grado de diferenciacion.
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Los resultados que a continuacion se presentan corresponden solamente a

cancer de colon.

Tabla 3. Analisis bivariado de la expresion tisular de proteinas reparadoras del
sistema microsatelital y factores prondsticos en 141 biopsias de pacientes con
cancer colon. Instituto del Cancer, SOLCA. 2004 a 2014. Cuenca

Expresin protei
Factores prondsticos , N pIOEIEE Total (n = 141) OR IC p
Si(n=90) % No (n=51) % %
Localizacion
lzquierdo 4 51,11 3 5,88 49 U5 16 48-576  *0.000
Derecho M 48,89 48 w12 ) 65,25
Tipo
Histoldgico ;
Ade”fnfm'”” k %67 0 R® W HU 139 0535 048
Mucinoso 12 1333 9 1765 2 1489
Grado Tumoral
Moderado 10 7178 Kf 6275 102 7234 200 09-44 005
Paco 2 22 19 3125 39 2166
Etapa clinica
l 12 1333 9 1764 il 1489 071 02-18 048
I 2 22 pil 017 50 3546 067 03-13 0.8
i 18 20,00 1 2156 2 2056 090 03-21 082
v 3 3444 10 1960 4 207 215 09-48 0.06

Fuente: Base de datos de la investigacion
Elaborado por: Murillo Rocio

La mayor frecuencia de los casos que no expresaron las proteinas del sistema
microsatelital se observaron en los pacientes con localizacién del cancer en el
lado derecho, tipo histolégico adenocarcinoma, grado moderadamente

diferenciado y en la etapa clinica Il.
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Tabla 4. Distribucion de la expresion tisular de proteinas reparadoras del sistema
microsatelital y factores prondsticos en 99 biopsias de pacientes con cancer de
recto. Instituto del Cancer, SOLCA. 2004 a 2014. Cuenca

Expresion proteica

Factores pronosticos , Total (n =99) %
Si(n=92) % No (n=7) %

Tilpo - Adenocarcino g7

Histologico  ma 83 90,21 4 57,14 87,87
Mucinoso 9 9,78 3 42,85 12 12,12

Grado Tumoral Moderado 75 81,52 2 28,57 77 77,77
Poco 16 28,26 5 71,42 21 21,21
Bien 1 1,086 0 0 1 1,01

Etapa clinica | 15 16,3 0 0 15 15,15
I 25 27,17 1 14,2 26 26,26
i 27 29,34 3 42,85 30 30,3
v 25 40,32 3 42,85 28 28,28

Fuente: Base de datos de la investigacion
Elaborado por: Murillo Rocio

Cabe sefialar que los estudios no muestran que la no expresion de estas
proteinas incida como factor predictivo cuando se localiza en recto.

Tabla 5. Analisis de regresion logistica de los factores asociados a la no

expresion de proteinas del sistema microsatelital en pacientes con cancer de

colon

Factor prondstico E.T. Wald Sig. Exp(B)
Sexo 0,449 0,496 0,481 1,372
Localizacion 0,652 20,089 0 0,054
Histologia 0,741 1,257 0,262 2,296

Grado 0,622 3,017 0,082 0,34

I 0,696 4,265 0,039 4,212

Etapa Il 0,536 4916 0,027 3,284

Il 0,611 2,799 0,094 2,777

Fuente: Base de datos de la investigacion
Elaborado por: Murillo Rocio
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En el andlisis multivariado se encontré asociacion estadistica entre la

localizacion y la etapa clinica | y 11

Fig. 2

Fig. 2. Inmunohistoquimica

A.- MLH1 positivo y negativo
A.- MSH2 positivo y negativo
A.- MSH6 positivo y negativo
A.- PMS2 positivo y negativo
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Capitulo VI
Discusion

El cdncer de colon constituye una de las neoplasias con mayor diagndéstico a
nivel del mundo entero. La inestabilidad de los microsatélites es conocida como
un factor prondstico y predictivo en estos pacientes. El analisis genético de estas
pruebas en forma rutinaria, a veces no es factible por costos. El objetivo de este
trabajo fue identificar la frecuencia de la expresién de proteinas del sistema
microsatelital en pacientes con cancer colorrectal mediante técnicas de

inmunohistoquimica.

En el estudio multicéntrico realizado por Yang et. al. que incluy6é 57847 pacientes
con cancer colorrectal, la mediana de edad al momento del diagnostico fue de
72 afos, el sexo masculino fue ligeramente mayor (50.30%) que el femenino
(49.69%) (34). En el 2015, Hassan y colaboradores publicaron en EE.UU. un
estudio en 1628 pacientes hispanos con la misma enfermedad; la mediana de la
edad fue 54 afos, los hombres se afectaron en un 35.8% y las mujeres en un
64.2%(35). Gonzalez et. al. en 2014 en un estudio realizado en Espafia con 1482
pacientes, mostr6 que la mediana fue 69 afios de edad; un 55.2% de los
enfermos eran varones. El presente estudio establece una mediana de edad de
67 afnos, dato cercano al encontrado en los trabajos de Yang et. al. y Gonzalez
et. al.; la edad presentada en el trabajo de Hassan et. al., dado que la poblacién
estudiada fueron hispanos, quizad pueda explicarse por la procedencia de los
individuos y los cambios en el estilo que conlleva la migracion. Los resultados
obtenidos en el trabajo que se presenta, muestra diferencias en cuanto al sexo:
las mujeres afectadas representaron el 62.1% y los hombres el 37.9%, datos
mas cercanos a los estudios realizados en pacientes hispanos; al parecer, se
hacen necesarias investigaciones que agrupen las diferentes fuentes de
informacion para identificar una distribucién de la enfermedad mas precisa en

cuanto a sexo.

En la actualidad, la literatura menciona que el cancer de colon y recto deberian
ser considerados como entidades distintas y existen varios estudios que asi lo
sustentan: Akhoond et. al. trabajé con 1194 casos encontrando que el 67.2% se

localiz6 en colon y el 32.8% en recto (36); Lee et. al. en 261.523 pacientes
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presentd un 70.3% en colon y un 29.7% en recto (37). Nuestro estudio mostro
en colon un 58.75% y en recto el 41.25%, manteniéndose la distribucion

proporcional entre estas localizaciones.

La utilidad de los factores prondsticos tipo histolégico y grado de diferenciacion
ha sido demostrada desde tiempo atras. Yang et. al (35); Akhoond et. al. (36);
Tapia et.al. (39), y Sjo et. al. (40) mostraron que el tipo histolégico mas frecuente
fue el adenocarcinoma, y en lo concerniente al grado, el moderadamente
diferenciado representé el mayor porcentaje. En nuestros resultados, el
adenocarcinoma correspondié al 86.25% y el grado moderadamente

diferenciado al 75%, que son valores concordantes.

La etapa clinica constituye un aspecto determinante en lo referente a sobrevida
de los pacientes oncoldgicos, y la frecuencia en cada una de ellas es variable.
En este estudio, la etapa clinica Il fue la mas frecuente con 31.7%. Existen
algunas investigaciones con resultados similares como las publicadas por Oca
et. al en el 2012 (41), Arai en el 2006 (27), Baltalarli en 2013 (42), con 106 casos
(28.3%), 184 casos (41.30%) y 56 pacientes (44.6%) respectivamente, en los

gue la etapa clinica Il fue la mas frecuente.

La inestabilidad de los microsatélites estudiados, ya sea por analisis del gen o
por la expresion de sus proteinas (inmunohistoquimica) es de gran importancia.
La investigacion de alteraciones moleculares en los pacientes con cancer
colorrectal, constituyen indicadores de evolucion clinica en base a lo cual, a
futuro, se va a poder realizar una clasificacion molecular (43). Varios autores
muestran esta alteracion molecular en sus estudios: Zarate et. al con 109 casos
encontré inestabilidad de microsatélites en un 16 % (21); Zhenquiang en el
27.3% de 404 casos (44); Parc et. al. en el 17% de 142 (45) y Heald et. al.
conl1108 pacientes reportd un 16 % (46) con este cambio molecular. En el trabajo
que se presenta, la alteracion se dio en un 24.2% de pacientes con cancer
colorrectal que tienen una via de proliferacion diferente a la conocida
tradicionalmente; el porcentaje de pacientes que presentan este cambio parece

ser relativamente parecido en los diferentes grupos poblacionales.
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La utilizacion de 4 marcadores (MLH1, MSH2, MSH6, PMS2) equivalente a la
inestabilidad de los microsatélites ha convertido a la inmunohistoquimica en una
técnica de valor predictivo alto. Los hallazgos encontrados en el presente trabajo
mostraron que el 82.75% no expreso dos proteinas; 10.34% tres y el 6.89%
cuatro proteinas. En cuanto a que proteinas, el 68.96% fueron MLH1/PMS2
sugiriéndose que podria estar dafiado el gen MLH1, sin poder distinguir si son
de origen germinal o no; el 1.72% no expresaron MSH2/MSH6 en el cual podria
existir mutacion en la linea germinal MSH2 necesitandose del analisis genético
por la probabilidad de presentar sindrome de Lynch, tal y como lo expresa Zhang
et. al, Kheirelseid et. al.en sus publicaciones (47,48). Los autores mencionados
no desagregan la informacion en cuanto a estos hallazgos. Cicek et. al en el 2011
publicé el 56.6% no expresaron MLH1/PMS2 y 19.1% MSH2/MSH6 (29).

Cuando se revisa la distribucion de inestabilidad de los microsatélites
determinado por la ausencia de expresion proteica en relacion a los factores
prondsticos en el cancer colorrectal se encuentra que Jung et. al. publica 176
casos con inestabilidad de los microsatélites, el 42.6% fueron mujeres, 51.1% se
localizaron en el lado derecho, 51.7% son poco diferenciados y el 34% son
estadio Il (49). Gryfe et. al en un trabajo con 607 carcinomas colorrectales e IMS
publicé que 50.0% fueron mujeres, el 26% estuvieron en el lado derecho, 92%
correspondieron a tipo adenocarcinoma, 73% mostraron grado moderado vy el
26% tuvieron etapa |l, datos que muestran una distribucion cercana a los
hallazgos de nuestro estudio ( 66.52% en mujeres; 94.12% se ubicaron en el
lado derecho; 79,31% fueron adenocarcinomas, 58,62% estuvieron en grado
moderado y el 37,9% en etapa Il ). El andlisis multivariado realizado por Gryfe
et. al. encontr6 que la inestabilidad de microsatélites actia como factor
significativamente independientemente de la supervivencia; el mecanismo por el
cual influye en el resultado clinico se desconoce, pero puede estar relacionado
con el tipo de mutaciones o las dianas genéticas implicadas (50), por lo que se
requiere estudios multicéntricos. En nuestros hallazgos se encontré asociacién
estadistica de la inestabilidad microsatelital con la localizacion (p: 0.0) y el grado

tumoral (p < 0.05).

En 520 casos estudiados, Alexander et. al. reportaron un 15% con diferenciacion

mucinosa halldndose asociacion significativa con este patrén distintivo,
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reproducible y reconocido por la produccion de mucina que puede ser focal (51);
en el estudio que se presenta se analizd en conjunto el patron histolégico con

sus categorias, no encontrandose asociacion estadistica en el analisis bivariado.

En los trabajos que se refieren a cancer de colon por separado, datos reportados
por Lin et. al. en Taiwan con 709 pacientes, la distribucion favorecio al lado
derecho (76.7%), tipo histologico adenocarcinoma (100.0%), grado moderado
(71.7%) y etapa clinica Il (55.0%) evidenciandose asociacion estadistica con
localizacion, grado y tipo histolégico (p: 0.001) (52). Kawakami et. al., Sinicrope
et. al. mencionan que los pacientes que presentan inestabilidad tienen
localizacion preponderante en colon derecho, son pocos diferenciados y de tipo
mucinoso (53,54). En los hallazgos de la investigacién que se presenta, la mayor
frecuencia de los casos que presentaron inestabilidad de los microsatélites se
dio en lado derecho (94.12%), tipo histolégico adenocarcinoma (82.35%), grado
moderado (62.75%) y en la etapa clinica Il (41.17%), encontrandose asociacion
estadistica con la localizacién (p: 0.00) y el grado tumoral (p: 005). En el analisis

de regresion logistica binaria se encontrd asociacion con las etapas clinica 1 y Il.
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CAPITULO VII
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
CONCLUSIONES

1.- EI 62.1% del cancer colorrectal correspondié a mujeres. La media de la edad

fue 66.2 afios
2.- La mayor localizacién fue en colon con 58.75% y recto en 41.25%.

2.- En lo referente a factores prondsticos nuestros datos mostraron: el lado
derecho en 65.25%; tipo histolégico adenocarcinoma sin otra especificacion el
86.25%; Grado: moderado en un 75%; y la etapa clinica Il el 31.7% seguida de
la IV en un 28.8%.

3.- Un 24.2 % (58 pacientes) mostraron inestabilidad de los microsatélites.

4.- ElI 68.96% (40 casos) no expresaron MLH1/PMS2; 1.72 % (1 caso)
MSH2/MSHS6.

5.- En pacientes con cancer de colon, la inestabilidad de los microsatélites se
observé con mayor frecuencia en lado derecho (94.12%), tipo histol6gico
adenocarcinoma (82.35%), grado moderado (62.75%) y en la etapa clinica Il
(41.17%), encontrandose asociacion estadistica con la localizacién (p: 0.00) y el
grado tumoral en el analisis bivariado y en el andlisis de regresion logistica

binaria se hall6 significancia con la etapa clinica 1 y II.
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RECOMENDACIONES

1.- La inestabilidad microsatélital (MSI) se considera un factor prondstico y
predictivo de la respuesta de la quimioterapia, por lo por lo que en los pacientes
con cancer de colon, se requiere en forma protocolizada realizar un analisis

integral tanto clinico como molecular y determinar su 6ptimo valor.

2.- La inmunohistoquimica es una técnica de menor costo que el analisis
genético, con alto valor predictivo, por lo que se puede ser utilizada para el

analisis de esta alteracién molecular.

3.- En la actualidad la oncologia y los diferentes tratamientos establecidos se
estan basando en clasificaciones moleculares y el cancer de colon no es la
excepcion. La inestabilidad de los microsatélites forma parte de la nueva
clasificacion molecular del cancer de colon que se esta proponiendo junto con

otros marcadores por lo que recomienda su realizacion en forma rutinaria.
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Anexos

Anexo 1
DEFINICION DIMENSIONES INDICADOR ESCALA
CONCEPTUAL
Edad: tiempo Tiempo ARos Menor 10 afios

transcurrido desde
el nacimiento hasta
Su intervencion
quirdrgica o toma
de biopsia

10 a 20 afos
21 a 40 afos
41 a 50 afios
51 a 60 anos

Mayor 61 afios

Sexo: diferentes Caracteristicas Fenotipo registrado | Masculino

caracteristicas fenotipicas en el formulario ]

fenotipicas que Femenino

diferencian hombre

de la mujer

Residencia: sitio Lugar de residencia | Lugar de residencia | Urbana

geografico |

registrado como Rura

domicilio

Sitio de lesion: Anatomo-patologica | Historia clinica Derecho

Lugar de

crecimiento Reporte de. Transverso

colonoscopia _

Izquierdo
Sigma
Recto

Tipo histoldgico de
acuerdo a la
Organizacion
Mundial de la Salud

Caracteristicas
morfoldgicas y

Histolégico

Caracteristicas
macro y
microscopicas en el
informe de
patologia

adenocarcinoma,
adenocarcinoma
mucinoso,
carcinoma de
células en anillo de
sello, carcinoma de
células pequenas,
carcinoma medular,
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patron de carcinoma

crecimiento indiferenciado
carcinoma
neuroendocrino

Grado de Histologica Informe de Bien diferenciados

diferenciacion

Similitud existente
entre las células
parenquimatosas
neoplasicas con
respecto a las
células
parenquimatosas
normales tanto
morfolégicamente
como
funcionalmente

anatomia patologica

Moderadamente
diferenciados

Poco diferenciados

Etapa clinica segun
NCCN afo 2016

Valoracion clinica e
imagenoldgica

Revisiéon en la
historia clinica

Inestabilidad
microsatelital

Mutaciones en
secuencias
altamente

repetitivas
denominadas
microsatélites

Expresion proteica

Analisis por
inmunohistoquimica

1HQ

MLH1: Expresa
No expresa

MSH2: Expresa
No expresa

MSHS6 : Expresa
No expresa

PMS2: Expresa

No expresa
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Formulario N°

DATOS GENERALES

Fecha de llenado del formulario

P1 Edad en afios cumplidos

P2 Residencia:

|:| Urbana
I:I Rural

P3 Sexo

|:| Masculino

I:I Femenino

P4 Localizacion de la lesidon Derecho
Transverso
Izquierdo
Sigma
Recto

Multicéntrico

P5 | Tipo histolégico adenocarcinoma,
adenocarcinoma mucinos
carcinoma de células en a
de sello,

carcinoma de células peqt

carcinoma medular, carcir
indiferenciado carcinoma

neuroendocrino

P6 Grado de diferenciacion Bien diferenciados
Moderadamente diferencie
Poco diferenciados

P7 | Etapaclinica segun NCCN afio 2016
I
1
"
v

P8 | Expresion proteica del sistema MMR MLH1 Expresa No expri
MSH2 Expresa No expr
MSH6 Expresa No expr
PMS2 Expresa No exprs
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