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Introduccion

Millones de mujeres alrededor del mundo
conviven con el diagnostico de cancer pero
peor aun es saber que este llega demasiado
tarde a sus vidas cuando ya son pocas las
posibilidades terapéuticas que aumenten su
expectativa de vida.




Introduccion

El cancer de ovario es la tercera causa de muerte
por cancer de origen ginecologico, con sobrevida a
5 anos al momento de diagnostico inferior al 30%
alcanzando hasta 80-90%, lo que indica que la
deteccidon temprana es un factor fundamental para
reducir su mortalidad.




Introduccion

Enmarcados dentro del contexto del Plan Nacional de
Salud Publica y teniendo en cuenta que este contempla el
cancer en general como la tercera causa de muerte en el
pais después de las enfermedades cardiovasculares y la
violencia y que una de las prioridades nacionales en salud
son las enfermedades cronicas no transmisibles sobre las
cuales es importante generar investigacion continuamente
qulecr)ermita actuar sobre la prevencion de danos en la
salu

y la gestion del conocimiento como lo contempla la
norma.

Decreto 3039 de 2007. Por el cual se adopta el Plan Nacional de Salud Publica. Ministerio de la Proteccion Social de
Colombia.




DESCRIPCION DEL PROBLEMA DE
INVESTIGACION

» El cancer de ovario es el quinto cancer mas comun entre
mujeres[1].

» Causa mas muertes que cualquier otro tipo de cancer del
aparato reproductor femenino debido a su diagnostico tardio.

» Se han identificado factores celulares causantes del fenotipo
senescente (como lo es el acortamiento del telomero, dano al
ADN, entre otros) pero es escasa la literatura encontrada
orientada hacia la relacion de la senescencia con los estilos
de vida y antecedentes de las mujeres identificados como
predictores de cancer de ovario.

Ovarian Cancer. (Referido en 2009 Julio 15). Disponible en: URL




PREGUNTA DE INVESTIGACION

» i;EXiste relacion entre la senescencia celular del
cultivo de tejido epitelial de ovario determinada
mediante |la expresion de la enzima R galactosidasa
normalizada y algunos factores de riesgo
reconocidos como precursores de cancer de ovario
en las mujeres incluidas en el estudio?




Justificacion

» En EEUU al ano 2002 el CO presenta una incidencia
de 15,4 una tasa de mortalidad de 9,9
representadas en 14461 defunciones por esta
causa. En el reino unido es la cuarta causa mas
comun de muerte toda vez que cerca de 6700
m~uje[r3e2]lo padecen y de estas 4600 mueren cada
ano.[3,

» En ninas y adolescentes los tumores de ovario son
relativamente raros, pero pueden ser malignos y
letales. Su incidencia es de 2.4 casos por miﬂén de
personas menores de 15 anos de edad y en los
paises desarrollados representan 1% del total de las
neoplasias.[2]

[2]QUERO-HERNANDEZ, Armando et a/. Tumores del ovario en nifias y adolescentes en un hospital general. En: Rev Mex Pediatr. 2005. 4 (72): 177- 178.
[3]International Agency for Research on Cancer. (Referido 2009 Agosto 2). Disponible en URL .
Valerie. et al. Ovarian cancer and hormone replacement therapy in the Million Women Study. En: Lancet. Vol. 369 (9574): 2007: 1703-1710.




Justificacion

» Colombia (2005) Puesto 15 en casos por muertes por esta
causa en el total de la poblacion femenina mundial,
ocupando los tres primero puestos paises como EEUU,
Alemania y Japon.

» 645 muertes con una tasa bruta de 2.8 para la poblacion
total de mujeres colombianas en edades comprendidas entre
los 0 y los 85 anos, es la tercera causa de muerte en mujeres
por cancer de origen ginecologico, con prevalencia mas alta
en edades avanzadas , distribuidas asi:

» Menores 34 anos 25 defunciones (TR 0.2)
v De 35 a 49 arios 129 defunciones (TB 2,8)
» Mujeres mayores de 50 arios 491 defunciones (TB 13.0)




Justificacion

» El estudio del epitelio superficial de Ovario
(Ovarian Surface Epithelium) ha cobrado
importancia en las ultimas dos décadas ya
que el 90% de los canceres ovaricos son de
origen epitelial. . gy




Estudios Relevantes




Factores de riesgo
reproductivos para el

Estudio poblacional,

de casos-controles 2134 mujeres entre 20 y

cancer ovarico epitelial en el valle de 69 afios apareadas por
segun tipo Histologico e JRLEIENEIRo SR Ie /L] edad.
Invasividad 1998
Revision sistematica
Tipos histoldgicos de de literatura de 10
cancer epitelial de estudios de casosy 1834 Muijeres entre 18 y

ovario: tienen diferentes JEReelalifo]EERoI{[olo[o} 80 afos de edad

factores de riesgo? comprendido entre
1973y 2001
Fase 1. 48 Donantes
vivas o cadavéricas de
Actividad B- : cualquier edad.
. Estudio
galactosidasa como . Fase 2. 29 Donantes
experimental- . .
marcador de . , vivas de cualquier
. . factorial. Bogota-
senescencia en cultivos . edad.
o o Colombia entre 2007
primarios del epitelio y 2009 En los dos casos con

oforectomia total 0
parcial por condiciones
beningnas.

superficial del ovario

Los factores de riesgo reproductivos no difieren entre subtipos
histoldgicos de canceres ovaricos epiteliales. Se encontré:
Reduccién significativa del riesgo de padecer algun tipo de
cancer de ovario con el uso de anticonceptivos orales, ligadura
de trompas y paridad

Aumento del riesgo asociado con antecedentes familiares de la
enfermedad.

Los riesgos de los cuatro subtipos histoldgicos se asocid
inversamente con la paridad y el uso de anticonceptivos orales,
pero mostraron diferentes asociaciones con factores no
reproductivos.

Para cada tipo de cancer, hay una débil tendencia a la
disminucién del riesgo con el aumento de edad del primer
embarazo a término muestran asociaciones inversas con la
lactancia, asi mismo se asociaron inversamente con el uso de
anticonceptivos orales.

Las células mostraron una elevada capacidad replicativa durante
los pases dos y tres del cultivo. La velocidad de crecimiento
declino a partir del pase tres (indicativo de muerte celular).
Diferencias significativas en la velocidad de crecimiento entre los
siete primeros pases (p<0,001), asi: entre pases uno y dos
(p<0,001), uno y tres (p=0,006), uno y cuatro (p=0,013) y cuatro
y seis (p=0,015). La actividad enzimatica se mantuvo
relativamente baja entre los pases uno a cuatro, durante el pase
cinco y, aun mas en el pase seis, se produjo un incremento
significativo, para después iniciar su descenso en los pases
siguientes.

La actividad p-galactosidasa a pH 6 (SA-f-gal) esta
correlacionada con la capacidad replicativa de los cultivos
primarios de células del epitelio superficial del ovario y puede ser
utilizada con el objetivo de predecir el estado de detencion
irreversible de la proliferacion de dichas células in vitro. El
aumento en la actividad SA-B-gal esta asociado con la
acumulacion de material no degradable en el compartimento
lisosémico. En consecuencia, las alteraciones resultantes en la
funcion de los lisosomas pueden ser el preludio de patogénesis
del tejido al que pertenecen las células cultivadas.

ESTUDIO DISENO DEL MUESTRA RESULTADOS RELEVANTES LIMITACIONES
ESTUDIO

Pequefio numero de casos
en algunos tipos
histolégicos de cancer que
dificulta el andlisis entre
categorias.

Se encuentran diferencias
importantes en el tamafio
de los grupos histologicos.



MARCO TEORICO

Tipos de tejidos de los ovarios: Se encuentran tres
tipos, asi:

v Células epiteliales: cubren el ovario.

» Células germinales: en el interior del ovario, forman
los ovulos que son liberados hacia las trompas de
Falopio mensualmente.

» Células estromales: producen la mayor cantidad de
las hormonas femeninas, el estrogeno vy la
progesterona.

Los tipos de cancer de ovario se describen apartir
de esta misma clasificacion.



MARCO TEORICO

» Fases de crecimiento Celular

Los cultivos primarios de células del epitelio superficial del ovario
alcanzan el estado senescente entre el cuarto y el guinto pase.

Fase | fue definida como la etapa de consolidacion o primer pase
Fase lla correspondio al periodo de crecimiento exponencial.
Fase llb disminucion del crecimiento.

Fase Ill correspondio al periodo estacionario o senescente, en el que
no aumento la velocidad de crecimiento.

Fase IV fue definida como la etapa de muerte celular.




MARCO TEORICO

Cultivo Celular

» Técnica mediante la cual las celulas (procariotas,
eucariotas o vegetales) pueden cultivarse en

condiciones de almacenamiento y nutricion
controladas.

» Cultivos primarios. son cultivos de aislamiento de los

tejidos aqui las células son generalmente
homogéneas.

v Sub-cultivo: es el derivado del cultivo primario en el

momento que este alcanza el punto de confluencia
maximo.




MARCO TEORICO

Beta - Galactosidasa

» La senescencia celular puede ser expresada con una forma de
la enzima Rgalactosidasa asociada a senescencia (SA-B-GAL)
que presenta actividad a un pH 6.0.

» Se sugiere que la actividad de la enzima aumenta el nivel en
las células no proliferativas, lo que indica que es un marcador
exclusivo de senescencia.

» Durante el cultivo en pasajes tardios las ceélulas PRE
senescentes tienen una tendencia mayor a desplegar la
actividad de la enzima asociada a la confluencia que en un

pasaje temprano.




MARCO TEORICO

Consiste en una detencion
irreversible y permanente de Ila
proliferacion y replicacion celular
causado por varias situaciones de
stress, incluyendo el dano celular
oxidativo, la alteracion o)
acortamiento de los teldmeros,
danos en el ADN vy farmacos
quimioterapicos.

Existe una teoria que sugiere que la

respuesta senescente evoluciond
para suprimir la  tumorogénesis,
actuando como mecanismo de
seguridad para prevenir la

proliferacion de células con riesgo de
sufrir transformaciones neoplasicas.

Senescencia celular

Cambios Malignos

Células Cancerigenas

Cambios Premalignos

Celulas
Senecentes c
Praliferacion ." S s
Celulas en celular ‘
Decatrolla Aberrante Pérdida de
Supresores
Tumorales

0 &

Traducido y Adaptado de: LOWE, Scott W y NARITA, Masashi. Senescence comes
of age. En: Nature Medicine. 2005. (11): 920 - 922. (Referido en 2009
noviembre 22). Disponible en: URL
http://www.nature.com/nm/journal/v11/n9/fig. tab/nm0905-920 F1.html.

Barrera
Senescente

Oncogén inducido a

Senescencia Celular in Vivo




MARCO TEORICO

Célula Pre-senescente

Fenotipo senescente:

Daio "’ pertubacion=neeomating. ) Acortamiento del
NO-Telomerico ERER iyl . S ik 2
eneiunA genulinii telomero

» Estimulos oncogénicos
0 mutageénicos
inapropiados

» Estrés celular

» Dano al ADN

Traducido y adaptado de: DI FAGAGNA, Fabrizio y CAMPISI, Judith. Cellular
senescence: when bad things happen to good cells. En: Nature Reviews Molecular
Cell Biology. 2007 (8), 729-740.

El fenotipo senescente inducido Causas de Senecencia
por multiples estimulos Celular



MARCO TEORICO

FACTORES DE RIESGO » 8. Historia familiar

» 9. Uso de talco

Cualquier mujer puede presentar » 10. Mutaciones

cancer de ovario,  pero ,Ia » 11. Antecedentes personales de
enfermedad se manifiesta con mas  Cincer

frecuencia en mujeres que: . 12.Etnia

v

1. Edad

2. Obesidad

3. Numero de Hijos

4. Métodos Anticonceptivos
5. Medicamentos

6. Dieta

7. Alcohol y cigarrillo

ancer de Ovario. JAMA, 2002. 288(3). (Referido 2009 agosto 5). Disponible en: URL

La salud ginecoldgica. (Referido 2009  Octubre 5).Disponible en: URL

i . American Cancer Society. Op Cit.



PROPOSITO

» Evaluar el papel que desempenan los factores
identificados como predictores de cancer de ovario en
la senescencia del tejido epitelial de ovario.

» Aportar informacion que conduzca al establecimiento
de nuevas formas de deteccion temprana para el cancer
de ovario
logrando en el futuro la disminucion de las tasas de
mortalidad de origen ginecoldgico por esta causa.

» Generar conocimiento en el area y abrir la posibilidad
de nuevas investigaciones.



OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

» Establecer la asociacion entre la senescencia en
cultivos de tejido epitelial de ovario determinada
mediante la expresion de la enzima B-
galactosidasa normalizada y los factores de riesgo
reconocidos para cancer de ovario.




OBJETIVOS

OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Describir el comportamiento de los factores
sociodemograficos, antecedentes clinicos y habitos de las
donantes de tejido epitelial de superficie de ovario.

» Describir los cultivos de tejido epitelial de ovario a partir de
los datos proporcionados del estudio TRF2.

» Describir la capacidad replicativa (numero de pases
obtenidos) del cultivo del tejido epitelial de ovario del estudio
TRF2.




Objetivos Especificos

»

Calcular la asociacion existente entre la senescencia en cultivos del
tejido epitelial de ovario determinada mediante la actividad
Rgalactosidasa normalizada vy los factores socio-demograficos de
las donantes en los diferentes rangos de edad.

Calcular la asociacion existente entre la senescencia en cultivos del
tejido epitelial de ovario determinada mediante la actividad
Rgalactosidasa normalizada vy los antecedentes clinicos de las
donantes en los diferentes rangos de edad.

Calcular la asociacion existente entre la senescencia en cultivos del
tejido epitelial de ovario determinada mediante la actividad
Rgalactosidasa normalizada vy los habitos de las donantes en los
diferentes rangos de edad.




METODOLOGIA

Estudio descriptivo
observacional con
fuente exploratoria.

‘ Entre 2007 y 2009. |

Segunda Fase Mayo -Sep 2009

fPacientes del servicio,

de ginecologia y

obstetricia del

Hospital Occidente de
Kennedy (HOK) y del

Hospital Mayor de
Bogota, Colombia. #

Muestreo No
Probabilistico por
Conveniencia del
estudio 7RF2 segunda
fase.

27 Mujeres (HOK)

2 mujeres del
Hospital Mayor

v

ICuanuier edadl

’ Con cancer diagnosticado (para|
el control de laboratorio).

I Sin antecedentes personales de cancer |



M étOd O S Estudio descriptivo

observacional con
fuente exploratoria
de datos del
estudio 7RF2’[5]

n= 29 mujeres de

cualquier edad con Seguridad 95%
ooforectomia por x 0,05
condiciones
benignas

SPSS Version 17

J_S,l CHUAIRE-NOACK, Lilia. et a/, Estudio: “Relacion entre dindmica telomerica, expresion y actividad de telomerasa y expresion de TRF2 con la senecencia en un tejido con
elevada susceptibilidad de transformacion tumoral’. Universidad del Rosario. Facultad de Ciencias Naturales y Matematicas. Bogota. 2009.




FUENTES DE INFORMACION

Fuente de informacion Primaria

» En la segunda fase del estudio TRF2, se realizaron
encuestas autoaplicadas a 29 mujeres desde mayo
hasta septiembre del 2009, en el HOK y el Hospital
Mayor.

» Los datos se extrajeron a partir de la base de datos
de la segunda fase del estudio TRF2 derivada del
ensayo de laboratorio.



Procedimiento de laboratorio

Disgregacion enzimatica se

— mecanicamente -se secciono el
separo el epitelio del estroma

epitelio en pequefios fragmentos.

ada muestra fue sembrada con dos
medios de cultivo diferentes en los

Medios de Cultivo: frascos correspondientes.

MCDB105 (Sigma)/M199
(GibCo) y Megacell MEM/F12

Ham (Sigma), suplementados D q b
con suero fetal bovino en € cada muestra se obtuvo un

reren oo cultivo de células epiteliales, que
fue llevados a lo largo de por lo
menos cinco pases o subcultivos.

prueba directamente sobre las
células sin congelar.

4l ) controles positivos ‘

FOTEoRICamrC TG Medicién de B-Gal 5000cel/pase

células cultivadas

'il’l cada pase se recolectaron Ia1 rescas para calcular | mediante quimioluminiscenciay

velocidad de proteinas con técnica de Biuret
crecimiento




INSTRUMENTOS DE RECOLECCION
DE DATOS

» Formato de consentimiento informado del
estudio TRF2.

» Formato de encuesta del estudio TRF 2.

» Base de datos en Excel con resultados
obtenidos en laboratorio de la segunda fase
del estudio TRF2.

TRF2: “Estudio entre dindmica telomerica, expresion y actividad de la telomerasa y expresion de TRF2 con la senescencia
de un tejido con elevada susceptibilidad a la transformacion tumoral”.




El grupo investigador del estudio TRFZ proporciono las encuestas obtenidas para
las 29 donantes de tefido epitelial de superficie de ovario la cual contiene lo
siguiente

» Codigo de numero consecutivo: para ingresar datos en
excel-proteccion de identidad).

v Datos bdsicos: nombres y apellidos, direccion, telefono,
estrato.

» Datos sociodemograficos. con datos como fecha de
nacimiento, edad, lugar de nacimiento y de residencia,
afiliacion a salud, ocupacion, escolaridad.

» Antecedentes Clinicos. Dividido en antecedentes clinicos
generales, ginecoobstetricos (se enfatiza mas en estas
preguntas), familiares de cancer y personales de cancer.

» Habitos: Consumo de café, alcohol, cigarrillo, carnes rojas,
embutidos y uso de talcos en region genital.




INSTRUMENTOS DE RECOLECCION
DE DATOS

El grupo investigador del estudio TRF2 no
realizo prueba piloto al instrumento creado.

Las encuestas y los consentimientos fueron
diligenciados por la directora del servicio
ginecologia en Kennedy y por el medico
tratante en el Mayor, quienes resolvieron las
dudas a las encuestadas.




El grupo investigador del estudio TRF2 proporciono una base de
datos en Excel la cual contiene lo siguiente

Hoja 1 Resultados de Tejido Epitelial de Superficie de Ovario

» Codigo de identificacion alfanumerico de cada paciente
» Edad

» Resultado de Betagal normalizada calculada empleando la
formula: (Bgal/proteinas)/pases células epiteliales normales
(#11pases, n=29).

» Velocidad de crecimiento celular calculada empleando la formula
(numero células por dia)/ pase (#11pases, n=29).

Hoja 2 Resultados de Controles

Controles n=7 (2 donantes con diagnostico presuntivo de cancer
de ovario y 5 muestras de fibroblastos normales) con cédigo de
identificacion alfa numerico de cada paciente, edad, numero de
células, Bgal/proteinas (#7pases).




TABLA DE VARIABLES



NOMBRE

DEFINICION OPERATIVA

NIVEL DE
MEDICION

CARACTERES

CODIFICACION

EstratoSE

EdadGin

Neducativo

Ocupacion

Edades frecuentemente asociadas
a la aparicion de cancer de ovario

Nivel educativo definido como el
grado de estudios maximo
alcanzado por una persona

Cualitativa

Cualitativa

Ordinal

Ordinal

1.
2.
3.
4.
5.
6.
7.
8.
9.

Posgrado
Universidad
completa
Universidad
incompleta
Tecnico
completo
Tecnico
incompleto
Bachillerato
completo
Bachillerato
incompleto
Primaria
Completa
Primaria
Incompleta




NOMBRE DEFINICION OPERATIVA TIPO I\'I‘Il:EVDEII(-)I%EN CARACTERES CODIFICACION

SisSalud
Des
<18
e , 2. Norm al 18,51 -
IMCRecod UL re°°d'f'°adoaMSSeg”" VD ERCRO Cualitativa Nominal 4 24,99 .
' 3. Sobrepeso 25,00 -
29,99

Obe5|dad >30,00

Edad de presentacion de la
menarca om enarquia definida
como elprimerepisodio de Cuantitativa De Razoén 2 #
sangrado vaginal de origen
menstrual de la mujer

Ges1

Edad de la primera G estacion Cuantitativa De Razén
C afé Nunca
Habito de consumo de café C ua lita tiva O rdinal Una vez al dia

M as de unaldia

1. Nunca
2. Una
Cahum H abito de consum o de carnes & ma i v a 0 rdinal 4 ve’z/semana
ahumadas 3. M as de una

vez/semana
1-3 veces/mes

N
U
Habito de consum.ode productos & ma i v a 0 rdinal 4 ve’z/semana
em butidos 3. M as de una
vez/semana.
1-3 veces/mes

VelP ase Velocidad de crecimiento celular Cuantitativa De Razén
porpase (No. Células por



CONTROL DE SESGO Y
ERROR



TIPO DE SESGO DEFINICION MEDIDAS DE CONTROL.

Las mujeres incluidas en el estudio se tomaron de
hospitales estas podrian verse mas inclinadas a participar
en el estudio que otras por intereses particulares.

SESGO DE SELECCION
Sesgo de efecto del voluntario.

En el servicio de ginecologia de los hospitales podrian
existir subgrupos de mujeres que compartian algun
atributo en particular.

Es posible que la sensibilidad de los instrumentos
empleados en la medicién de las variables de interés
carezca de la sensibilidad necesaria para poder detectar
la presencia de la variable en estudio. Como
consecuencia de ello, la frecuencia de tal variable puede
tener drdenes de magnitud inferiores a la real.

SESGO DE SELECCION
Sesgo de membrecia

SESGO DE INFORMACION
Sesgo de Sensibilidad del Instrumento de medicion

Dado que se pregunta a las mujeres por antecedente de
exposicion a determinadas circunstancias en diferentes
periodos de la vida, existe la posibilidad de olvido.
SESGO DE MEDICION

Sesgo de memoria

Introduccion de metodologias diagnésticas diferentes a las
inicialmente utilizadas al comienzo de un estudio para
determinar la senescencia celular.
SESGO DE MEDICION

Sesgo de deteccion

Es un problema de comparabilidad cuyo origen estaria
ligado a la imposibilidad de haber realizado una
asignacion aleatoria de la exposicién en las mujeres
incluidas en el estudio de manera que se lograra la
conformacion de grupos homogéneos en lo que se refiere
a todas las caracteristicas que no se pudieran medir e
influyeran en el riesgo de desarrollar cancer de ovario.

SESGO DE CONFUSION

La presente investigacion no puede generar medidas de
control debido a el tipo de muestreo por conveniencia
necesarios en el estudio TRF2. Los datos ya habian sido
recolectados por el otro grupo investigador.

Se seleccionaron pacientes que a pesar de ingresar al
servicio ginecolégico no tenian diagnostico de
malignidad.

La encuesta fue disefiada y revisada por el grupo
investigador con el fin de corregir posibles confusiones en
la definicion de algunas preguntas, estas fueron de Unica
respuesta y seleccion mdltiple mutuamente excluyentes,
sin embargo en algunos aspectos no fue posible realizar
cambios dado que no se intervino en el disefio del formato
de recoleccion de informacion. Esta encuesta fue
autoaplicable.

Se realizaron preguntas de estlo de vida diario,
antecedentes familiares de cancer de facil recordacion
para las integrantes del estudio cerrando las respuestas a
cada pregunta por el grupo investigador inicial, sin
embargo en la presente investigacion no se logro el
control de dicho sesgo por no participacion en la
elaboracion del instrumento de medicién.

El grupo investigador confirmo con quien proporciono la

base de datos lo siguiente:

. Se hallaron las proteinas celulares para normalizar
la medicion de la enzima B-galactosidasa.

. Se realizaron las mediciones con células frescas
(sin crio preservacion).

Estan incluidos aquellos factores que han sido
identificados en la literatura como posibles factores de
riesgo para cancer de ovario, ademas de aquellos
aspectos que a juicio de los investigadores podrian incidir
en la aparicion de la enfermedad.



PLAN DE ANALISIS
ESTADISTICO



OBJETIVOS ESPECIFICOS ANALISIS ESTADISTICO

Describir el comportamiento de los factores sociodemograficos,
antecedentes clinicos, estilos de vida y antecedentes familiares de cancer
de las donantes de tejido epitelial ovarico.

Describir el comportamiento de los cultivos de tejido epitelial de ovario a
partir de los datos proporcionados

Describir la capacidad replicativa (numero de pases obtenidos) en cultivo
del tejido epitelial de ovario.

Calcular la asociacion existente entre la senescencia en cultivos del tejido
epitelial de ovario determinada mediante la actividad Rgalactosidasa
normalizada y los factores socio-demograficos de las donantes en los

diferentes rangos de edad.

Calcular la asociacion existente entre la senescencia en cultivos del tejido
epitelial de ovario determinada mediante la actividad Rgalactosidasa
normalizada y antecedentes clinicos de las donantes en los diferentes
rangos de edad.

Calcular la asociacion existente entre la senescencia en cultivos del tejido
epitelial de ovario determinada mediante la actividad Rgalactosidasa
normalizada y estilos de vida de las donantes en los diferentes rangos de
edad.

Calcular la asociacion entre la senescencia en cultivos del tejido epitelial
de ovario determinada mediante la actividad Rgalactosidasa normalizada
y antecedentes familiares de cancer de las donantes en los diferentes
rangos de edad.

A partir de tablas de frecuencias y tablas de contingencia para variables
categdricas, se construyen graficos para expresar estos valores en porcentajes.
Las demas variables cuantitativas se expresan en términos de promedio y
desviacion estandar, asi como rangos con valores minimos y maximos.

Para las variables cuantitativas como los valores de Rgalactosidasa y velocidad
de crecimiento celular se emplea la mediana dado que esta es una medida de
tendencia central que no se deja afectar por los extremos.

Mediante test de ANOVA con analisis PosHoc se establece si los pases
obtenidos tienen capacidad replicativa igual en las 29 muestras.

Se realiza el test de Shapiro Wilks sobre la variable dependiente para
establecer normalidad en los datos, ajustandolos por el logaritmo natural para
cumplir el supuesto, comparando con t student variables independientes.
Mediante andlisis multivariado se determina dicha relacion y se realizan
comparaciones multiples por Bonferroni y ajustadas comparando con los
intervalos de confianza al 95%.

Se emplea el test de Levene para confirmar homogeneidad de varianzas.



CONSIDERACIONES ETICAS

» Se acogio a todas las normas nacionales e
internacionales para investigacion con humanos.

» Se someti6 a evaluacion por parte del Comité de Etica
en Investigacion de la Escuela de Ciencias de la Salud
Universidad del Rosario.

» Segun la resolucion 0008430 de 1993 sobre Normas
cientificas técnicas y Administrativas para la
investigacion en salud : clasifica el estudio como una
“investigacion con riesgo minimo” y cumpliendo con lo

establecido por el Ministerio de Proteccion Social
colombiano, Ley 84 de 1989 y Ley 2381 de 1993.




CONSIDERACIONES ETICAS

» Queda establecido en el consentimiento informado del estudio
TRF2 que los registros médicos de cada individuo quedaran
archivados en el laboratorio de Biologia Molecular de la
Universidad del Rosario. Las historias medicas los resultados de
los examenes y la informacion que dieron son de caracter
confidencial, de manera que solo el donante y el equipo de
atencion clinica tendra acceso a los datos. Por ningun motivo se
divulgara esta informacion sin el consentimiento del donante.

» La participacion en este estudio representa un riesgo minimo
para su salud e integridad y los efectos adversos estaran
representados exclusivamente por las molestias propias del
procedimiento quirurgico (la ooforectomia era el procedimiento
primario necesario en las donantes, el tejido se extraia dado que
se iba a realizar dicha intervencion no con objeto de extraer las
muestras).

» El consentimiento incluyé la aceptacion para la utilizacion de las
qnuestras en estudios posteriores dentro de la misma linea de

V ".‘ e
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Estadisticos Descriptivos




Descriptivos De Factores Socio demograficos




Grafica No.1 Distribucion de Edad de 29 Donantes de Tejido Superficial de Ovario en
Dos Instituciones de Salud de Bogota en el Aino 2009

Mean =39.55
Std. Dev. =9.635
N =29
12.57
10.07
©
Q
o
= 7.5
(& ]
(<))
5
[
5.0
2.5

10 20 30 40 50 60 70
Edad Cronoldgica

i




GraficaNo.2. Estrato Socioecondmico de Donantes de
Epitelio Superficial de Ovario (ESO) en Dos
Instituciones de Salud de Bogota en el Aho 2009
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Grafica No.3. Estado Civil de 29 Mujeres Donantes de Tejido Epitelial
de Ovario en 2 Instituciones de Salud de Bogota en el ano 2009
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Grafica No.4. Nivel Educativo de 29 Mujeres Donantes de Tejido
Epitelial de Ovario en Dos Instituciones de Salud de Bogota en
el Ario 2009
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GraficaMNo.5. Ocupacion en los Ultimos Anos de 29 Mujeres
Donantes de Tejido Epitelial de Ovario en 2 Instituciones de
Salud de Bogota en el Ano 2009
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Descriptivos De Antecedentes Clinicos




Grafica No.7. Antecedentes Personales Patolégicos de 29 Mujeres
Donantes de Tejido Epitelial de Ovario en Dos Instituciones de Salud
de Bogota en el Aiio 2009
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Grafica N 8 Antecedentes Familiares de Cancer de 29 mujeres
donantes de tejido superficial de ovario en dos Instituciones de
Salud de Bogotaen el ano 2009
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Grafica No.9 Tipo de Antecedentes de Cancer Familiar en 29
Mujeres Donantes de Tejido Epitelial de Ovario en Dos Instituciones
de Salud de Bogota en el Ao 2009.
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GraficaNo.10 Rangos de Edades de 29 mujeres Donantes de
Tejido Epitelial de Ovario en Dos Instituciones de Salud de
Bogota en el Ano 2009
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Grafica No.11 Edad de la Menarca de 28 Mujeres Donantes de Tejide Epitelial de Ovario
en Dos Instituciones de Salud de Bogota en el Afio 2009
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Grafica No.12 Distribucion de Numero de Embarazos Versus Edad del Primer
Embarazo en 29 Donantes de Tejido Epitelial de Ovario en Dos Instituciones
de Salud de Bogota en el Aiio 2009
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Grafica No.13 Tiempo de Uso de Anticonceptivos en Meses y Tipo de Anticonceptivos
Usados en 29 Mujeres Donantes de Tejido Epitelial de Ovario en Dos Instituciones de
Salud de Bogota en el Aifio 2009
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Descriptivos Relacionados con el Estilo de
Vida




v Cigarriflo.  75,9% de las encuestadas
respondio negativamente, otro 13,8%
respondio que a veces usaba cigarrillo y un
6,9% dijo que siempre usaba cigarrillo, en
esta variable no fue posible determinar la
cantidad de cigarrillos/dia usados por las
personas que respondieron afirmativamente.

Café. 44,8% de las mujeres refirio tomar cafeé
una vez al dia sequido de un 34,5% que
manifestd consumir mas de una vez al dia y
un 13,8% que decia nunca consumir café




» Alcoho/ : se encontro que el 65,5% de las
mujeres nunca consumian ningun tipo de
alcohol y el 31,0% refirio que a veces, sin
embargo no fue posible determinar Ila
frecuencia exacta de consumo ni la cantidad
teniendo en cuenta que en el presente
estudio se tomaron los datos de una fuente
secundaria.

» Consumo de carnes. 58,6% de las mujeres
encuestadas consumia por lo menos una vez
a la semana, sequido de un 24,1% que

manifestaban consumir con una frecuencia de

1 a 3 veces al mes y el 10,3% de las mujeres

restantes negaba consumo en algun

nomerio del mes.




» Consumo _de enlatados.: 1a mayor frecuencia
de consumo de enlatados es de una (1) a tres
(3) veces al mes representada por un
31%, seguido por una vez a la semana
representado por un 17,2%.

» Consumo _de embutidos. se encontro que el
41,4% de las mujeres no consumia nunca este
tipo de alimentos procesados, seguido de un
27,6% que referia consumir por lo menos una
vez a la semana y un 24,1% que consumia de
una (1) a tres (3) veces al mes.




Descriptivos Relacionados con la SA-
Bgalactosidasa y capacidad replicativa celular




Tabla No.1. Valores Obtenidos de la Enzima Bgalactoc

idasa Normalizada

ngl Mediana Desv’iacién Minimo Méximo
Normalizada (RLU) Estandar
Validos Perdidos

Pase1 29 0 38925.33 0.000000 124.10 613718.75
Pase2 27 2 101096.20  0.000000 4205.99 733633.33
Pase3 25 4 88267.39 0.000000 1347590  660669.08
Pase4 23 6 105512.40  87129.47 2292155  383868.22
Pase5 23 6 117197.36 0.000000 11192.64 413356.20
Pase6 20 9 159246.88  0.000000 28297.99  2699945.78
Pase7 19 10 128770.16  0.000000 23942.38  1195105.44
Pase8 7 22 70147.67 95241.50 26657.51 283868.22
Pase9 5 24 46130.78 28600.52 20406.76 86420.39
Pase10 2 27 50850.79 9165.68 44369.68 57331.91
Pase11 1 28 9707.20 9707.20 9707.20




Tabla No.2. Valores Obtenidos de la Velocidad de Cr ecimiento Celular

Velocidad de Mediana Desviacion

Crecimiento  Validos ~ Perdidos  (celdialpase)  Estandar " Maximo

Pase1 29 0 17142.86 27014.71 2608.70 127500.00
Pase2 27 2 60000.00 45788.89 2857.10 150000.00
Pase3 25 4 50000.00 87592.48 5000.00 360000.00
Pase4 23 6 50000.00 70094.06 6750.00 260000.00
Paseb 23 6 30000.00 43583.53 4000.00 165000.00
Paseb 20 9 22000.00 35650.74 6666.67 165000.00
Pase7 19 10 24000.00 21857.41 6000.00 90000.00
Pase8 7 22 20000.00 29492.02 2087.00 85714.29
Pase9 5 24 17111.11 1454711 4615.38 40000.00
Pase10 2 27 6285.57 3232.28 4000.00 8571.14

Pase11 1 28 4000.00 - 4000.00 4000.00




Estadisticos Analiticos




» El total de pases obtenidos fue 11 en una
sola muestra, sin embargo para el analisis
solo se tomaron lo primeros siete (7) pases
puesto que en los pases posteriores los
tamanos de muestra se van disminuyendo
considerablemente.

» Para todas las pruebas estadisticas se
empleo un nivel de significancia p<0,05 vy el
programa estadistico SPSS version 17.




Variables Excluidas

» De las categodricas las que no eran relevantes para el
estudio como EPS, Fecha de Nacimiento, Peso vy
estatura, estas ultimas por que se recodificaron en la
variable Indlce de Masa Corporal (IMC).

» Las que solo una o dos personas respondieron
afirmativamente a la pregunta en cuestion tales como
uso de terapias de reemplazo hormonal, talcos en

region genital, antecedente de
endometriosis, enfermedad pelvica inflamatoria o
alergias.

» Aquellas en las que nadie respondid afirmativamente:
Uso de drogas inductoras de la ovulacion, protocolos




Tabla No.7. Test de Normalidad

Shapiro-Wilk
No.Pase — -

Estadisticas df Sig.
Logaritmo natural Beta Pase 1 ,940 19 ,260
Logaritmo natural Beta Pase 2 ,980 19 ,942
Logaritmo natural Beta Pase 3 ,954 19 ,455
Logaritmo natural Beta Pase 4 ,946 19 ,340
Logaritmo natural Beta Pase 5 ,951 19 ,406
Logaritmo natural Beta Pase 6 ,955 19 471
Logaritmo natural Beta Pase 7 ,924 19 ,132




Tabla No. 8 Analisis Multivariado Betagalactosidasa

Efecto Valores F  Hipotesis df Error df Sig.

Pillai's Trace 038 3.813¢ 6,000 13,000 021
Wilks' Lambda 362 38132 6,000 13,000 ,021

BetagalN  Hotelling's Trace 1,760 3.813¢ 6,000 13,000 021

Roy's Largest Root 1,760 3.8132 6,000 13,000 ,021

a. Estadisticos Exactos
b. Disefo: Intercepto. Disefio Intrasujetos: Betagal




Tabla No. 10 Andlisis Multivariado de velocidad de ¢

recimiento celular

Efcto Va kb rag F
PilEi's T ras e 18 55008
nlik ' Lambda el I
2ab1 55308

LMvalo  Heteling's Trace

2ab1 S8
Roy's Largest Root ’

Hipitea i df
65,010
65,0010
65,0010

5,00

Error df

13, (00
2, (00
2, (00

12, 00

.

003
Qo3
Qo3

4
4

J

05

a. E stadisticos Exactos

b. Disefic Itercepto, Diseho Inbrasujetos: LNVelo




Tabla 12 Comparaciones Mdltiples ajustadas por Bonf  erroni para Velocidad de crecimiento celular

" (p  Diferencia Desviacion —iNerencn del I3Fn
de Medias EstandarDel Sig*  Limite Limute

VYelocdad VYelocidad E!I Error ik : )

1 2 A 126 32 ool 174 378
3 A g 259 o1 244 .20
4 A 144 297 025 2193 195
2 1 1,126 2 ool ATS 1574
7 A0 25 034 4 1776
3 1 1222 29 o 2 2 2de)
4 1 1144 7 025 85 2193
i 342 735 os 0 1783
7 26 733 os A0z 1751
4 .34 735 oe 783 .02
2 . A0 245 034 776 142
4 . 406 733 019 1751 102

“waores sigrificgtivos a nivel de 0.05



Relacion entre la expresion de la
enzima Betagalactocidasa como
medidor de senescencia celular de
tejido epitelial de ovario y los factores
de riesgo identificados en la literatura

como asociados con cancer de ovario.




Tabla No. 13 Prueba de los efectos inter-sujetos

Fuente Variable Suma df Media F Si R cuadrado
Independiente de cuadrados Cuadratica g corregido
Estado Civil 6,84 2 3,42 3,84 0,05 0,27
Método Anticonceptivo 10.23 3 3.41 426 002 0,36
LNBeta1 ! ’ ’ ’ ’
Consumo de Alcohol 7,14 1 7,14 8,001 0,01 0,29
Embutidos 7,58 2 3,79 4,89 0,02 0,32
Sistema de Salud 10,44 2 520 38 005 027
LNBeta2 ~ Edad Gestacional 1090 2 545 42 004 028
Enlatados 1348 3 449 382 003 033
LNBeta3 Carnes Ahumadas 5,33 2 2,66 3,69 0,050 0,24
LNBeta5  Tipo de Cancer 8,15 3 2,72 9,011 0,004 0,66




» Se realizan comparaciones Pos-Hoc utilizando la
prueba de Sheffe y Bonferroni, dado que de
acuerdo al test de Levene se encontraron varianzas
homogéneas en todos los casos y que los tamanos
de muestra entre categorias eran diferentes, con el
fin de determinar entre cuales existian diferencias
significativas.

» Las variables consumo de carnes ahumadas y edad
de la primera gestacion aunque reportaron valores
estadisticamente significativos, en las
comparaciones Pos Hoc no fue posible establecer
tal diferencia asi como no se obtuvo ningun

sultado ajustando por Bonferroni




Tabla No. 14. Comparaciones PosHoc para analisis multivarido

|C 95%.
Variable Variables . Comparaciones  Diferencia entre » : _o

. : Categorias " . Error Tipico ~ Sig. Limite Limite
Dependiente  Independientes milltiples medias (-J) . .

Superior  Inferior
Etado Cil Casad Union Libre Scheffe 174 0,63 0,05 0,00 349
Union Libre Bonferonni 174 0,03 0,05 0,01 348
Senecencia Método Litadura Barrera Scheffe -2,01 0,03 0,05 -4,01 -0,01
Pase | Anticonceptivo J Barrera Bonferonni -2,01 0,63 0,04 -3,9 0,07
Consumo de nca Una vez/semana Scheffe -1,76 0,56 0,03 -3,31 0,20
Embutidos Una vez/semana Bonferroni -1,76 0,96 0,02 -3,30 0,21
Alcohol Nunca A veces Bonferroni® 133 vy, 012 2,338 - 335
Senecencia  Sistema de Salud  Subsidiado Vinculado Bonferroni® 1843 673 048 -3,672 -014
Pase 2 Enlatados Nunca  1a3vecesimes  Bonferroni* 18% 585 045 3622 - 030
Gastrico Otro -1.54 0,388 0,02 -2,86 0,21

. Scheffe

Senecencia Tino de Clncer Seno Otro -1,89 044 0,02 -3 0,36
Pase 9 P Gastrico Otro Bonferari 1,54 0,388 0,02 -2,84 0,23
Seno Otro 1,89 044 0,01 -3,39 0,38

* Ajustando el IC95% por efectos principales de Bonferroni

T,



CONCLUSIONES



Conclusiones

» La edad promedio de las 29 donantes de tejido
epitelial de ovario fue de 39.55 +9,63

» El 58,6% estan en edades comprendidas entre los
31 vy 45 anos.

» El 65,5% de los muestras lograron su punto
maximo de confluencia en el pase numero 7 por lo
que se tomaron estos primeros cultivos para el
analisis, de ahi en adelante la capacidad replicativa
celular disminuyo considerablemente.




Conclusiones

» Con un valor de p 0,005 se encontro que la
capacidad replicativa medida por medio de la
velocidad de crecimiento celular en los primeros 7
cultivos es diferente

» El pase 1 difiere con los primeros 3, pero mas
interesante aun es encontrar que el segundo difiere
con el ultimo pase (1C95%: -1,776, -0,042), con lo
que se concluye que la velocidad de crecimiento
celular disminuye a medida que pasan los dias lo
que genera finalmente senescencia celular al
alcanzar el punto maximo de confluencia en los
tejidos.




De acuerdo a la senescencia celular medida mediante la expresion de la
enzima betaglactosidasa en relacidén con los factores de riesgo para
cancer de ovario se encontro lo siguiente:

» Existe evidencia estadisticamente significativa para
establecer una asociacion entre el antecedente
familiar de otros tipos de cancer y una mayor
expresion de Bgal Normalizada como marcador de
senescencia celular de tejido epitelial ovarico en las
mujeres del estudio.

» Se establecid una asociacion entre el no tener
ningun regimen de afiliacion en salud (vinculado) y
una mayor expresion de Bgal Normalizada.

» El consumo de embutidos de 1 a 3 veces por
semana se asocio a una mayor expresion de Pgal
Normalizada.




» El uso de metodos de barrera como
metodo anticonceptivo se asocid a una
mayor expresion de Bgal Normalizada.

» Existe ~ asociacibn entre una  mayor
expresion e B%al Normalizada vy el
consumo de enlatados 1 a 3 veces por
semana en las mujeres sometidas a
estudio.

» Se encontro asociacion entre el consumo de

alcohol y una mayor expresion de Pgal
Normalizada como marcador  de
senescencia celular de tejido epitelial
arico en las mujeres del estudio.




DISCUSION



Discusion
» Se logro establecer que existe relacion entre la

senescencia en cultivos de tejido epitelial de ovario
determinada mediante una mayor expresion de la
enzima Rgalactocidasa normalizada y los factores
de riesgo reconocidos para cancer de ovario tales
como consumo de
embutidos, enlatados, alcohol, sistema de salud, uso
de meétodos de barrera  como métodos
anticonceptivos y otros tipos de cancer familiares en
las diferentes fases del crecimiento celular.

» Es importante tener en cuenta que la senescencia es
antitumorigénica solo a edades tempranas, mientras
que en las avanzadas es protumorigénica, pues
cuando hay mucha acumulacion de ceélulas

senescentes en un tejido, éstas cambian su perfil

senector por otro diferente en el que producen

— ancias que afectan a las células vecinas, lo que
g a la transformacion tumoral.




Discusion

» Es importante resaltar que no se encontraron
Investigaciones que estudien a
betagalactocidasa como marcador de Ila
senecencia celular en el tejido epitelial de
ovario en relacion con factores de riesgo
asociados con algun tipo de cancer ovarico
por lo que la presente investigacion se
considera novedosa.







