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RESUMEN

Introduccion: La tercera causa de muerte ginecoldgica es cancer de ovario (CO),
la deteccidn temprana es fundamental para reducir mortalidad. El objetivo es
establecer asociacion entre senescencia en cultivos de tejido epitelial de ovario
(ESO) mediante expresion de enzima [3galactosidasa/normalizada y factores de
riesgo reconocidos para CO.

Métodos: Estudio descriptivo observacional con fase exploratoria de datos
proporcionados por “TRF2™ segunda fase; muestra 29 tejidos de mujeres con
ooforectomia condiciones benignas, analizadas estadisticamente con confianza
del 95%, software SPSS version 17, datos se presentan con desviacion estandar,
promedio, mediana (velocidad de crecimiento celular y (gal/Normalizada) y
porcentajes (variables categoricas). Realizo comparacion con t-student, test de
normalidad con Shapiro Wilks y asociacion mediante analisis multivariado.

Resultados: Encuentra evidencia estadisticamente significativa (p < 0,05) para
asociacion entre antecedente familiar de otros tipos de cancer con cancer gastrico
(IC95%: -2,84, -0,23) y cancer de seno (IC95%: -3,39, -0,38); no tener régimen de
afiliacion en salud (vinculado) (IC95%: -3,67 -0,014); uso de método
anticonceptivo de barrera (1C95%: -3,95, -0,07); consumo de embutidos (IC95%: -
3,30, -0,21) y enlatados (IC95%: -3,62, -0,030) 1 a 3 veces/semana y consumo de
alcohol (1C95%: -2,33, -0,33) con aumento expresion Bgal/Normalizada.

Discusion: Senescencia es antitumorigénica a edades tempranas, en avanzadas
es protumorigénica, cuando hay mucha acumulacién de células senescentes en
tejido, éstas cambian su perfil senector produciendo sustancias que afectan a las
vecinas, lo que lleva a transformacion tumoral. Esta investigacion es novedosa.

Palabras claves: cancer de ovario, senescencia celular, tejido epitelial de ovario.

! CHUAIRE-NOACK, Lilia. et al Estudio: ‘Relacién entre dinamica telomerica, expresion yvitad de telomerasa y expresion de
TRF2 con la senescencia en un tejido con elevadeegtibilidad de transformacion tumoralUniversidad del Rosario. Facultad de
Ciencias Naturales y Matematicas. Bogota. 2009.
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ABSTRACT

Introduction: The third cause of death is gynecological ovarian cancer (OC), early
detection is key to reducing mortality. The aim is to establish an association
between senescence in tissue culture epithelial ovarian cancer (ESO) using
enzyme expression [3galactosidasa / standardized and recognized risk factors for
OcC.

Methods: Descriptive observational exploratory phase of data provided by "TRF2"
second phase, displays 29 tissues of women with oophorectomy benign conditions,
analyzed statistically with 95% confidence, SPSS software version 17, data are
presented with standard deviation, average, medium (cell growth rate and gal /
Standard) and percentages (categorical variables). On comparison with t-student,
test for normality with Shapiro Wilks and association by multivariate analysis.

Results: Find statistically significant evidence (p <0.05) for association between
family history of other cancers with gastric cancer (95% CI -2.84, -0.23) and breast
cancer (95% CI: -3, 39, -0.38); not have health scheme membership (linked) (95%
Cl -3.67 -0.014), use of barrier contraceptive method (95% CI -3.95, -0.07 )
consumption of sausage (95% CI: -3.30, -0.21) and canned (95% CI -3.62, -0.030)
1 to 3 times per week and alcohol consumption (95% CI: -2, 33, -0.33) with
increased expression Bgal / Standard.

Discussion: Senescence prevent tumors at early ages, and promotes them in old
age, when a lot of accumulation of senescent cells in tissue, they change their
profile, producing substances that affect the neighbors, leading to malignant
transformation. This research is novel.

Keywords: Ovarian Neoplasms, Cell Aging, epithelial cells

11
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1. 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, es por
esto que desde hace afios los investigadores estan aprendiendo més sobre lo que
causa cancer y sobre como crece y avanza, asimismo, estan buscando nuevas y
mejores formas de prevenir, detectar y tratar la enfermedad de manera que se
establezcan formas de mejorar la calidad de vida durante y después del
tratamiento para las personas que padecen cancer.

Los factores que producen el cancer se agrupan en dos grupos: la genética y el
ambiente. En la mayoria intervienen cancerigenos quimicos, fisicos y biol4gicos,
relacionados con estilos de vida y condiciones de riesgo modificables® como el
habito de cigarrillo, consumir alcohol o sustancias psicoactivas, consumo de
embutidos enlatados o carnes ahumadas, obesidad etc. y no modificables como la
herencia por ejemplo.

Los seres humanos estan expuestos a muchos cancerigenos con cambios en los
patrones de exposicion; pero ha dificil probar la relacion con los estilos de vida, no
obstante, se han establecido algunas relaciones importantes. Por ejemplo, parte
del incremento del cancer de ovario en los paises occidentales se atribuye a un
cambio en la dieta, con menarquias precoces y embarazos tardios, dos factores
de riesgo’. Los estrégenos pueden actuar como promotores en neoplasias
malignas, debido con probabilidad al rol carcinogénico de algunos de sus
derivados®. En mujeres cuyos ovarios se han eliminado precozmente en sus vidas
y no han recibido terapia hormonal de reemplazo es menos frecuente la
asociacion con neoplasias malignas.

Los estrogenos inducen cambios por diferentes mecanismos, que incluyen como
aspecto esencial la unién de la hormona con su receptor, localizado en el ntcleo®.
Existe un consenso de que algunos ingredientes de la alimentacion como la grasa
animal y el alcohol, incrementan el riesgo de desarrollar cancer, mientras que
otros, presentes en frutas y vegetales pueden reducirlo.

El gran desconocimiento y la elevada incidencia y mortalidad, unida al sufrimiento
gue provoca en las pacientes, convierten al cancer de ovario en un serio problema
de salud mundial y un reto para los servicios de salud. Todavia los tratamientos

12
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actuales como la quimioterapia y la radioterapia, presentan serios efectos
indeseables, por lo que el hallazgo de mayor o menor expresion de la enzima
betagalactosidasa como marcador de senescencia en el tejido epitelial ovarico en
mujeres con o sin factores riesgo, puede proporcionar material fundamental para
establecer la necesidad de realizar posteriormente estudios que favorezcan
elementos de proteccion de la salud y prevencion de esta enfermedad. La
comprension de los factores de riesgo en especial los modificables podrian tener
un impacto favorable sobre la prevencién del cancer de ovario.

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
gue permita actuar sobre la prevencién de dafios en la salud y la gestion del
conocimiento como lo contempla la norma? el grupo investigador se planteo que
siendo el cancer de ovario la tercera causa de muerte de origen neoplasico
ginecoldgico y la senescencia celular relacionada con la mutagénesis del tejido de
ovario poco estudiados, seria importante determinar si los mismos factores
estudiados por afios como los causantes del cancer de ovario tenian alguna
relacion con el envejecimiento celular del tejido de ovario lo que abriria una puerta
a investigaciones diferentes en este campo y dilucidar si partiendo desde una
teoria molecular podria algun dia encontrarse mecanismos protectores al
envejecimiento celular ovarico tardio y por ende a la mutagénesis del mismo.

En este trabajo se hace énfasis en la relacion de la enzima betagalactosidasa
como marcador de senescencia celular en tejido epitelial ovarico y su relacién con
factores de riesgo para cancer de ovario, tematica de gran actualidad y aplicacion,
gue puede abrir promisorios caminos a la promocién de estilos de vida mas
saludables y prevencion de esta enfermedad como parte de la segunda fase del
estudio ““Estudio entre dinamica telomerica, expresion y actividad de la telomerasa
y expresion de TRF2 con la senescencia de un tejido con elevada susceptibilidad
a la transformacién tumoral”, de aqui en adelante TRF2.

2 Decreto 3039 de 2007. Por el cual se adopta el4aional de Salud Publica. Ministerio de la Reoi@n Social de Colombia.

13
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2. DESCRIPCION DEL PROBLEMA DE INVESTIGACION

El cancer de ovario es el quinto cancer mas comun entre mujeres, y causa mas
muertes que cualquier otro tipo de cancer del aparato reproductor femenino, dado
gue las causas son desconocidas y los sintomas del cancer de ovario son a
menudo vagos e inespecificos, antes de que sea diagnosticado, es muy probable
gue el tumor se haya extendido mas alla de los ovarios lo que causa altas tasas de
mortalidad.

El riesgo para contraer cancer de ovario parece ser afectado por algunos factores:
Las mujeres quienes han tenido hijos en edades tempranas tienen, el mas bajo
riesgo de cancer de ovario. Se han reconocido ciertos genes (BRCA1 y BRCA2)
como responsables de una pequeiia cantidad de casos, aproximadamente el 5 %
al 10 % de todos los casos de cancer de ovario. Se han identificado tres patrones
hereditarios: el cancer de ovario solo, cancer de ovario y mama y cancer de colon
y de ovario®. Las mujeres mas viejas, con una historia personal o familiar hasta
segundo grado de consanguinidad de cancer de seno o de ovario tienen un alto
riesgo de desarrollar cancer de ovario, de estas la mortalidad es mas o menos dos
tercios en mujeres con edades mayores a 55 afos y 25% en mujeres con edades
comprendidas entre 35 y 54 afios de edad”.

Al realizar cultivos dirigidos a la proliferacion de células epiteliales de ovario, estas
células podrian medir su senescencia por medio de marcadores que permitieran
dilucidar su proliferacion y evidenciar asi la posible relacion entre la proliferacion
indefinida y la ocurrencia de cancer en este tipo celular. Al ser la células in Vitro
una fuente de informacion importante en los hallazgos de las enfermedades como
lo es el cancer de ovario.

La senescencia celular es un proceso normal en los organismos pluricelulares, en
alguin momento del ciclo celular estas comienzan a envejecer, algunas evidencias
sugieren que se desarrolla como mecanismo de respuesta a enfermedades
neoplasicas® ya que este proceso impide la proliferacién celular indefinida, siendo
este el punto de partida para la presente investigacion pues se han identificado
factores celulares causantes del fenotipo senescente (como lo es el acortamiento
del teldmero, dafio al ADN, entre otros) pero es escasa la literatura encontrada

SNational Cancer Institute. Ovarian Epithelial Canc&reatment. (Referido en 2009 Julio 23). Dispamiben: URL
http://www.cancer.gov/cancertopics/pdg/treatmerayanepithelial/healthprofessional/allpages

“Ovarian Cancer. (Referido en 2009 Julio 15). Digipleren: URLhttp://www.nIm.nih.gov/medlineplus/ency/article/@8®.htm
®PARDO, G y DELGADO RSenescencia celular y envejecimiento. En: Rev Caldarinves Bioméd. 2003:22(3):204-12.

14
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orientada hacia la relacion de la senescencia con los estilos de vida y
antecedentes de las mujeres identificados como predictores de cancer de ovario.

15



UNIVERSIDAD CES S —

Un Compromiso con la Excelencia

3. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢ Existe relacion entre la senescencia celular del cultivo de tejido epitelial de ovario
determinada mediante la expresion de la enzima 3 galactosidasa normalizada y
algunos factores de riesgo reconocidos como precursores de cancer de ovario en

las mujeres incluidas en el estudio?

16
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4. JUSTIFICACION

Para el afio 1999 en EEUU el cancer de ovario ocupaba la quinta causa de
mortalidad entre las mujeres, con una incidencia estimada de 50 casos por 100000
habitantes, representando 12000 muertes anuales aproximadamente®, al afio 2002
presenta una incidencia de 15,4 y 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 mujeres lo padecen y de estas 4600
mueren cada afio®

Colombia para el afio 2002 tenia una incidencia de 8,5 y una mortalidad de 3,3
para cancer de ovario, en el afio 2005 ocupo el puesto numero 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. Con un registro 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 afios, es la tercera causa de muerte
en mujeres por cancer de origen ginecoldgico, con prevalencia mas alta en edades
avanzadas , asi: menores 34 afios 25 defunciones (Tasa Bruta 0.2), de 35 a 49
afios 129 defunciones (TB 2,8), y en mujeres mayores de 50 afios 491
defunciones (Tasa Bruta 13.0),° En nifias y adolescentes los tumores de ovario
son relativamente raros, pero pueden ser malignos y letales. Su incidencia es de
2.4 casos por millén de personas menores de 15 afios de edad y en los paises
desarrollados representan 1% del total de las neoplasias™®.

El epitelio superficial del ovario (OSE), se ve expuesto a una elevada tasa de
renovacion en el sitio de la ruptura provocada por la ovulacion, lo que ha sido
asociado con un mayor riesgo de desarrollar cancer como consecuencia de la
transformacién maligna de sus células'’. El hallazgo de un 90% de tumores
ovaricos derivados del epitelio superficial, asi como de mutaciones del gen p53 en

% CARRION-RABAGO, Cet al Factores reproductivos asociados al desarrollcéeer de ovario de origen no epitelial. Articulo
Original. En: Arch Med Fam. 2002. 4 (4). 133-137.

’ International Agency for Research on Cancer. (Ride2009 Agosto 2). Disponible en URittp://www.iarc.ft

8 BERAL, Valerie.et al. Ovarian cancer and hormone replacement therafheiMillion Women Study. En: Lancet. Vol. 369 (957
2007: 1703-1710.

° |dem.

% QUERO-HERNANDEZ, Armandet al. Tumores del ovario en nifias y adolescentes emospital general. En: Rev Mex Pediatr.
2005. 4 (72): 177- 178.

" CHUAIRE-NOACK, Lilia. et al. p53 y su papel en el epitelio superficial del avaRevisién En: Investigacién Clinica. Bogota. 4
(49). 2008: 561.

17



Usnversman per Rosirio

DADCES L

\, >
Miristedo de Educaciin Nacional

UNIVERS

Y eV
Un Compromiso con la Excelencia

la gran mayoria de ellos, han sido la base para numerosos estudios desde la
embriogénesis, pasando por el ciclo ovarico, el embarazo, la PRE menopausia y la
menopausia dado que el OSE esta sujeto a influencias hormonales,
principalmente de gonadotropinas hipofisiarias, hormonas esteroides y factores de
crecimiento. Este epitelio es importante en la etapa prenatal ya que da origen a las
células somaticas de la corteza ovarica y durante la foliculo génesis contribuye
con la formacién de las células foliculares, precursoras de las células de la capa
granulosa.

Existen  estudios que aportan evidencias sobre la participacion de las
gonadotropinas hipofisiarias, las hormonas esteroides y los factores de
crecimiento en la proliferacion, apoptosis y diferenciacion del epitelio superficial del
ovario embrionario; lo que permite enriquecer el conocimiento de la biologia del
mismo. Sin embargo es poco lo que se ha estudiado acerca de la influencia que
tienen diversos factores socio demografico, estilos de vida y antecedentes
patolégicos sobre la senescencia celular del tejido superficial de ovario, en el
presente estudio se pretende establecer si existe asociacion entre estos.

Es por lo anterior que 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 y estas neoplasias ocupan el tercer
lugar de decesos por causas ginecoldgicas.

Es importante resaltar que para el presente estudio no se encontraron estudios
similares al planteado por los investigadores, se encontraron estos dos estudios
en los cuales se centro la atencion en el tipo histolégico de cancer de ovario, los
demas estudios se consultaron pero aportaban evidencia relacionada con los
factores de riesgo reconocidos para el cancer de ovario en general.

18
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Tabla No. 1. Estudios Relevantes

ESTUDIO DISENO DEL MUESTRA RESULTADOS RELEVANTES LIMITACIONES
ESTUDIO
Factores de Estudio 2134 mujeres Los factores de riesgo reproductivos no difieren | Pequefio numero
riesgo poblacional, entre 20 y 69 entre subtipos histol(')'gicos de canceres ovaricos | de casos  en
reproductivos de casos- afios apareadas | epiteliales. Se encontrd: .| algunos tipos
parael cancer | controles en por edad. Reduccion significativa del riesgo de padecer algln | pigiolanicos — de
- o tipo de cancer de ovario con el uso de .,
ovarIC(’) ep'ltellal el valle de anticonceptivos orales, ligadura de trompas y Cfi'ncer ,‘?U_e
segun tipo Delaware de paridad dificulta el analisis
Histolégico e 1994 a 1998 Aumento del riesgo asociado con antecedentes | entre categorias.
Invasividad'2 familiares de la enfermedad.

Tipos Revisién 1834 Mujeres Los riesgos de los cuatro subtipos histologicos se | Se encuentran
histolégicos de | sistematica de entre 18'y 80 asociaron inversamente con la paridad y el uso de | diferencias
cancer epitelial Iiteratur_a de 10 afios de edad anticpngeptivos orales, pero mostraro_n diferentes importantes en el

de ovario: estudios de asociaciones con fa(;tores no reprodL{ctllvos. ' tamafio de los
tienen casos y Para) cha t!;?o de cancer, hay una débil tendencia a [UDOS
. controles la disminucion del riesgo con el aumento de edad g' p >
diferentes periodo del primer embarazo a término muestran | histologicos.
factores de comprendido asociaciones inversas con la lactancia, asi mismo
riesgo?'? entre 1973 y se asociaron inversamente con el uso de
2001 anticonceptivos orales.
Actividad B- Estudio Fase 1.48 Las células mostraron una elevada capacidad
ga|actosidasa experimenta|_ Donantes vivas | replicativa durante los pases dos y tres del cultivo.
como marcador factorial. 0 cadavéricas La velocidad de crecimiento declino a partir del
de senescencia Bogota- de cualquier | Pase tres (indicativo de muerte celular).
. } Diferencias significativas en la velocidad de
e'n cu!tlvos Colombia edad. crecimento entre los siete primeros pases
primarios del entre 2007 y Fase 2. 2'9 (p<0,001), asi: entre pases uno y dos (p<0,001),
epitelio 20009. Donantes vivas | uno y tres (p=0,006), uno y cuatro (p=0,013) y
superficial del de cualquier cuatro y seis (p=0,015). La actividad enzimética se
ovario'4 edad. mantuvo relativamente baja entre los pases uno a
En los dos cuatro, durante el pase cinco y, aun mas en el pase
casos con seis, se prngjo un incremento significativo, para
oforectomia dgsgues iniciar su descenso en los pases
. siguientes.
fotal 0 parCIaI La actividad p-galactosidasa a pH 6 (SA--gal) esta
por condiciones | correlacionada con la capacidad replicativa de los
benignas. 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. EI aumento
en la actividad SA-B-gal estd asociado con la
acumulacién de material no degradable en el
compartimento lisosémico. En consecuencia, las
alteraciones resultantes en la funciéon de los
lisosomas pueden ser el preludio de patogénesis
del tejido al que pertenecen las células cultivadas.

2 MODUGNO. Francesmary, NESS. Roberta B And WHER. James E. Reproductive Risk Factors for Epih€varian Cancer
According to Histologic Type and Invasiveness. &nn Epidemiol 2001;11:568-574.

3 KURIANA, A, BALISEB R, McGUIREB V, WHITTEMOREB A .Histologic types of epithelial ovarian cancer: hakey different
risk factors? Gynecologic Oncology 96 (2005) 52@®-53

* CHUAIRE-NOACK , Lilian, RONDON-LAGOS, Sandra Mite, SANCHEZ-CORREDOR, Magda Carolina , IBANEZ-FLNA,
Milciades, RAMIREZ-CLAVIJO, Sandra Rocio. Actividgigalactosidasa como marcador de senescencia évosuyirimarios del
epitelio superficial del ovario. Articulo en revdsi. Universidad del Rosario. Bogota-Colombia. 2009.
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5. MARCO TEORICO

Fuente de informacion: Se obtuvo ademas informacion cientifica acerca del tema
de interés con busqueda en las siguientes bases de datos (de la Universidad del
Rosario): OVID, PUBmed, ScienceDirect, Cochrane, Medline, ProQuest con
siguientes términos de busqueda: senescencia celular, cancer de ovario, ovary
cancer, ovarian cancer, cellular senscence, risk factor AND senscence, senescet
cell cultura, senscencia AND cancer de ovario, senescence AND ovarian cancer; y
las recursos electrénicos antes citados asi como consulta en biblioteca de libros
especializados sobre el tema.

La Sociedad Americana del Cancer estima que al finalizar el 2009 se
diagnosticaran aproximadamente 21,550 casos nuevos de cancer del ovario en los
Estados Unidos. El cancer del ovario representa alrededor del 3% de todos los
canceres en las mujeres™, siendo el octavo cancer mas frecuente entre las
mujeres y el quinto en causas de fallecimientos en el sexo femenino, con las cifras
mas altas de mortalidad por cancer de origen ginecologico.

El riesgo de una mujer de padecer de cancer ovarico invasivo durante el
transcurso de su vida es de aproximadamente 1 en 71 y la probabilidad de morir
de cancer ovarico invasivo en el transcurso de su vida es de aproximadamente 1
en 95 (sin incluir los tumores ovaricos de bajo potencial maligno) y aumenta esta
probabilidad a mayor edad, pues alrededor de dos tercios de las mujeres
diagnosticadas con cancer del ovario tienen 55 afios 0 mas, siendo mas comun en
las mujeres blancas que en las mujeres de la raza negra.

Cerca de tres de cada cuatro mujeres con cancer del ovario sobreviven al menos
un afio después del diagnéstico, en general el 45% de las mujeres sobrevive al
menos cinco afios después del diagnostico. Las mujeres menores de 65 afios
tienen mejores tasas de supervivencia a cinco afios en comparacién con las
mujeres de edad avanzada. Si el cancer se diagnostica y se trata antes de que
se haya propagado fuera del ovario, la tasa de supervivencia a cinco afos
aumenta al 93%, sin embargo, sélo el 20% de todos los casos de cancer del
ovario se detecta en esta etapa temprana®®.

15 American Cancer Society. (Referido 2009 Julio 3) Disponible en: URL
http://www.cancer.org/docroot/ESP/content/ESP_5 QiXe es_33.asp
% |dem.
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En la presente investigacion ademas de los datos obtenidos a partir del estudio
TRF2, se obtuvo ademas informacion cientifica acerca del tema de interés con
bdsqueda en las siguientes bases de datos (de la Universidad del Rosario): OVID,
PUBmMed, ScienceDirect, Cochrane, Medline, ProQuest con siguientes términos de
bdsqueda: senescencia celular, cancer de ovario, ovary cancer, ovarian cancer,
cellular senscence, risk factor AND senscence, senescet cell cultura, senscencia
AND cancer de ovario, senescence AND ovarian cancer; y las recursos
electronicos antes citados asi como consulta en biblioteca de libros especializados
sobre el tema.

5.1 LOS OVARIOS

Los ovarios son glandulas reproductivas encontradas sélo en las mujeres, uno en
cada lado de la pelvis, estas producen los Ovulos para la reproduccion
desplazandola a través de las trompas de Falopio hacia el utero donde el évulo
fertilizado se implanta y se desarrolla en un feto, ademas, son la fuente principal
de las hormonas femeninas, el estrégeno y la progesterona.

Figura N°1 Aparato Reproductor Femenino

Trompa Utero Ovario
defalopio

; == |abios
| menores

Traducido y adaptado de: URittp://www.nlm.nih.gov/medlineplus/ency/imagepad®263.htm (Referido en 2009 Agosto 5).
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5.1.1 Tipos de tejidos de los ovarios:  Se encuentran tres tipos, asi:

= Células epiteliales: cubren el ovario.

= Células germinales: en el interior del ovario, forman los 6évulos que son
liberados hacia las trompas de Falopio mensualmente.

= Células estromales: producen la mayor cantidad de las hormonas
femeninas, el estrégeno y la progesterona.

5.1.2 Cultivo Celular

Es una técnica mediante la cual las células (procariotas, eucariotas o vegetales)
pueden cultivarse en condiciones de almacenamiento y nutricion controladas;
empez0 a ser una técnica rutinaria de laboratorio durante los afios 50 . La principal
ventaja en el manejo de cultivos celulares es la consistencia y la reproducibilidad
de los resultados que se pueden obtener desventaja encontramos que después de
un periodo de crecimiento continuo, las caracteristicas celulares pueden cambiar y
llegar a ser diferentes a las encontradas en la poblacién blanco®’.

Los cultivos de aislamiento de los tejidos son conocidos como cultivos primarios
donde las células son generalmente homogéneas esto ocurre hasta el momento
de confluencia donde se realiza el sub-cultivo , después de varios sub-cultivos la
linea celular se convertirse en una linea celular continua (tumoral) o muere por el
proceso natural de la senescencia.

Dentro del concepto de cultivo celular es importante tener en cuenta que existen
unas fases de crecimiento celular por la que atraviesan los tejidos, asi®:

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

' CHAUDRY, Arshad. Cell Culture. (Referido en 2008Idviembre). Disponible en: URL http://www.scq.utmcell-culture/

18 CHUAIRE-NOACK , Lilian, RONDON-LAGOS, Sandra Mna, SANCHEZ-CORREDOR, Magda Carolina , IBANEZNRILA,
Milciades, RAMIREZ-CLAVIJO, Sandra Rocio. Actividgiigalactosidasa como marcador de senescencia évosuyirimarios del
epitelio superficial del ovario. Articulo en revasi. Universidad del Rosario. Bogota-Colombia. 2009.
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Fase |: etapa de consolidacion o primer pase.
Fase lla: periodo de crecimiento exponencial.
Fase llb: disminucion del crecimiento celular.
Fase lll: periodo estacionario o senescente
Fase IV: etapa de muerte celular.

5.1.3 Beta — Galactosidasa

Recientemente algunos grupos de investigacion se reporta que la senescencia
celular puede ser expresada con una forma de la enzima 3galactosidasa asociada
a senescencia (SA-B-GAL) que presenta actividad a un pH 6.0.%°.

Todavia no se conoce el origen o funcion de la SA- B-GAL. Una actividad neutral
ha sido descrita en los tejidos de mamiferos,?® sin embargo es un marcador
ampliamente utilizado para evaluar senescencia celular®* y la actividad de la
enzima se expresa en una proporcion del 25 a- 55% en las células senescentes.

Se puede afirmar que SA- B-GAL en cultivo celular su induccion depende de la
replicacién celular lo que sugiere que podria servir como marcador biolégico de
envejecimiento, sin embargo al reflejar la replicacion celular no necesariamente
reflejan la edad cronolégica de los donantes.? 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.

Células que se han vuelto confluentes pueden exhibir el marcador positivo SA- -
GAL en diferentes grados variantes.?*,** Durante el cultivo en pasajes tardios las
células PRE senescentes tienen una tendencia mayor a desplegar la actividad de
la enzima asociada a la confluencia que en un pasaje temprano. Se cree que el

19 DEVARAKONDA, R, KRISHNA, Bernhard. Does pH 6dalactosidase activity indicate cell senescenE@?.Mechanisms of
Ageing and Development. 2000. 109 (1999): 113-123

2 DIMRI, GOBERDHAN Pet al Biomarker that identifies senescent human calistilture and in aging skin in vivo. En: Proc. Natl
Acad. Sci. 1995. (92):9363-9367. (Referido 2009 iMmbre 5). Disponible en: URttp://www.pnas.org/content/92/20/9363.full.pdf

2L GARY, Ronald K and KINDELL, Susan M. Quantitatiassay of senescence-associated-galactosidasgyaictivhammalian cell
extracts. En: Analytical Biochemistry. 2005. (34329-334

2 DIMRI, GOBERDHAN P. Op Cit. p. 9363.

Z DIMRI, GOBERDHAN P. Op Cit. p. 9365.

% SEVERINO, Joseph, ALLEN, R.G, BALIN Samuel, BALIMrthur and CRISTOFALO, Vincent. Is B-galactosidastaining a
marker of senescence in vitro and in vivo?, En: Erfi Res. 2000. 257 (1): 162-171.
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100% de las células senescentes son positivas para SA- B-GAL; sin embargo,
algunas células expresan la enzima mas intensamente que otras considerando
gue existe estadio PRE senescente.

5.1.4 Senescencia celular

Fue descrito por primera vez por Moorhead y Hayflick”® y se define como un
estado de senescencia celular alcanzado después de que las células hayan
proliferado en exceso o bajo estimulos anormalmente potentes y consiste en una
pérdida irreversible de la capacidad de dividirse?®. Varias evidencias sugieren pues
gue la respuesta senescente evoluciono para suprimir la tumorogénesis, actuando
como mecanismo de seguridad para prevenir la proliferacién de células con riesgo
de sufrir transformaciones neoplasicas.?’

El concepto de senescencia es aplicado en general a una detencion irreversible y
permanente de la proliferacion y replicacion celular causado por varias situaciones
de stress, incluyendo el dafio celular oxidativo, la alteracién o acortamiento de los
telémeros, dafios en el ADN y farmacos quimioterapicos.?®,*® La senescencia
celular también se encuentra vinculada a cambios funcionales que en su conjunto
definen al fenotipo senescente.

5.1.5 Fenotipo senescente

La Senescencia esta asociada con la alteracién de la morfologia y tamafio celular
(30)%*, alteracion de la expresiéon de genes que involucran la remodelacion de la
matriz extracelular, reduce la expresion suero-inducido y los genes y ciclinas de
actividad inmediata-temprana, y aumenta expresién de SA- B-GAL®. Estos
cambios celulares se explican por las siguientes razones:

2 MOORHEAD, Hayflick L. The serial cultivation of lman diploid cell strains. En: Exp Cell Res. 19&5)(585-621.

% CAMPO-TRAPERO, J, CANO-SANCHEZ, J, LOPEZ-DURAN, MPALACIOS-SANCHEZ, B, SANCHEZ-GUTIERREZ, JJ,
BASCONES-MARTINEZ A. Marcadores de senescencialaeken cancer y precancer oral. Bv. Odontoestomat@008; 24 (1):69-
80.

ZI CAMPISI J. Cancer, aging and cellular senesceBgeln Vivo. 2000;14(1):183-188.

% COLLADO, M, SERRANO, M. The power and the promist oncogene-induced senescence markers. En: Nat(Reeer.
2006;6(6):472-476.

2 CAMPO-TRAPERO, J. Op Cit. p. 72.

30 BAYREUTHER, K.H,et al. Human skin fibroblasts in vitro differentiate aloagerminal cell lineage. En: Natl. Acad. Sci. 1988):
5112-5116.

%1 DIMRI, GOBERDHAN P. Op Cit. p. 9365.
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5.1.6 Acortamiento del telébmero

Al final de cada cromosoma este es conformado por estructuras nucleoproteicas
gue son secuencias de ADN no codificadoras, conformadas por unidades de
hexanucleotidos repetidos de la secuencia TTAGGG, comprendidos alrededor de
25000 pares de bases®,* estas estructuras terminales son llamados telémeros y
se protegen los cromosomas contra la degradacién, reestructuracion y fusion a
otros fines cromosomaticos.** Debido a la naturaleza de las sintesis de DNA las
ADN polimerasas son incapaces de completar la repeticion ADN lineal,
permitiendo la pérdida de 50-200 bares de bases telomericas en cada division
celular®* La pérdida estimada de 50-200 bp de ADN es consistente con la
longitud del telomero fibroblastos humanos joven (20-25 kilo bases) y senescentes

(8-10 kilo bases).

Figura N°2 Oncogén inducido a Senescencia Celular in Vivo

Cambios Malignos

Células Cancerigenas

Cambios Premalignos
células
Senecentes e

Proliferacion :, ﬁ
Células en celujar -

Desarrofio Aberrante
L= o
Barrera

Senescente
La activacion anormal de RAS oncogénica, BRAF aligérdel supresor de tumore
PTEN puede promover la proliferacién celular abern® (células purpuras)o que
finalmente provoca la activacion de un programa 8enescencia celular. Cc¢n
frecuencia, las células viejas exhiben actividad 8A-3galactosidasa y foc(s
heterocromaticos_(células azulesn nucleos prominentes). Si el programa permatiece
intacto, el crecimiento neoplésico puede permanbeaigno durante muchos afios. $in
embargo, las mutaciones que desactivan la sendscergular (tal como la
interrupcion de p53, p16INK4a, Suv39H1; célulasamag cooperan con las lesionels
iniciadoras para promover la progresion del tumoery algunos casos, contribuyer|a
la resistencia a los medicamentos.

Pérdida de
Supresores
Tumorales

(]

Traducido y Adaptado de: LOWE, Scott W y NARITA, 8&shi. Senescence comes of age Nature
Medicine. 2005. (11): 920 - 922. (Referido en 2009 noviemBf. Disponible en: URL
http://www.nature.com/nm/journal/v11/n9/fig_tab/n®®-920_F1.html

%2 GREIDER, C.W. Telomere length regulation. En: ARev. Biochem. 1996. (65): 337—-365.

3 URQUIDI, V, TARIN, D, GOODISON, S. Role of tel@rase in cell senescence and oncogenesis. En:Rawa.Med. 2000. (51)
65—79.

3 |dem.

% LINGNER, J, COOPER, J.P, CECH, T.R. Telomerase BN& end replication: no longer a lagging strandipem? En: Science.
1995. (269): 1533-1534. (Referido 2009 Octubre R&ponible en: URLhttp://www.sciencemag.org/cgi/pdf_extract/269/52333

% HARLEY, C.B, FUTCHER, A.B, GREIDER, C.W. Telomershorten during aging of human fibroblasts, En:uxat1990. (345):
458-460.
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Estudios en hongos incluyen en esta hipétesis que el acortamiento de los
telomeros induce al dafio en el ADN, la liberacion de factores de transcripcion-
modulacion y cambios en la heterocromatina; Esos mecanismos potenciales no
son mutuamente excluyentes. De hecho, la telomerasa es incapaz de prevenir la
senescencia en fibroblastos humanos lo cual indica que las células pueden
expresar un fenotipo senescente independientemente de contar con telémeros
funcionales.

5.1.7 Estimulos oncogénicos o mutagenicos inapropia dos

Se sugieren que las células normales pueden responder a estimulos oncogénicos
adoptando un fenotipo senescente, esto se encuentra sustentado en estudios
donde la forma activada del gen RAS (oncogénico) se introdujo en fibroblastos
humanos normales.

RAS es un proto-oncogen que traduce sefales ciertos receptores de crecimiento.
Los receptores de respuesta a RAS, una vez que reciben sus ligandos, estimulan
a la proteina RAS a unirse al GTP. Este complejo transmite sefiales mitogénicas a
través de la activacion de la via de la proteina cinasa activada por mitdgeno. La
sefal se termina por la actividad GTPasa de RAS. Las mutaciones que convierten
a RAS en una oncoproteina inactivan su actividad GTPasa, pero no su capacidad
de unirse al GTP, provocando que la proteina transmita continuamente sefiales
mitogénicas.>’

Al realizar experimentos similares con 2 efectores activados de la actividad RAS;
las quinasas RAF y MEK estimularon la proliferacion en células inmortales o en
células en las que la proteina supresora de tumores p53 estaba inactivada. El
factor de transcripcion E2F1 se encuentra negativamente regulado por la proteina
supresora del retinoblastoma (pRb) y es importante para la transcripcion de
muchos genes que se requieren para la sintesis del ADN>®. La sobreexpresion de
este factor de transcripcion también induce una respuesta senescente en
fibroblastos humanos normales.*

3" MCCORMICK, F. Ras GTPase activating protein: sigransmitter and signal terminator. En: Cell. 198%):5-8.

% HELIN, K. Regulation of cell proliferation by E2Fanscription factors. En: Curr Opin Genet Dev 2:98):28-35.

%9 DIMRI, GP, ACOSTA M, HAHANA K, CAMPISI J. Regulatins of a senescence checkpoint response by E28dfigtion factor
and p14/ARF tumor suppressor. En: Mol Cell Biol @020) :273-85
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5.1.8 Estrés celular

Las especies de oxigenos reactivo ROS incluyen iones de oxigeno y radicales
libres, provocando efectos mutagénicos en la via RAS y también inducen la
senescencia celular.*

5.1.9 Dafo al ADN

Agentes que producen lesiones oxidativas en el ADN o rupturas de doble cadena,
inducen a las células humanas normales a detener de forma irreversible su
crecimiento, con cambios fenotipicos asociados similares a los de la senescencia
replicativa. Aunque numerosos estudios muestran que niveles moderado de dafio
al ADN frecuentemente resultan en apoptosis, la mayoria utilizaron células
inmortales de roedores. Las células normales, particularmente las humanas, no
sufren con frecuencia apoptosis en respuesta a dafios moderados al ADN, sino
gue responden adoptando un fenotipo senescente.

5.1.10 El fenotipo senescente y el pleiotropismo an  tagonico

Considerando el pleiotropismo antagonico de la senescencia celular, se ha
propuesto que las células senescentes pueden también contribuir al incremento
exponencial de la incidencia del cancer que se produce con la edad en
mamiferos.*" Simultdneamente, las mutaciones se acumulan con la edad*. Es
posible entonces que en la medida en que envejecemos se incremente la
probabilidad de que las células senescentes y las células con mutaciones
oncogénicas se produzcan muy proximamente. Las células senescentes pueden
entonces crear el microentorno que promueva el crecimiento y la progresion
neopléasica de las células mutadas.®

“)LEE AC, FENSTER BE, ITO H et al. Ras proteins inglsenescence by altering the intracelular leveteadtive oxygen species. En:
J Biol Chem. 1999;274 (12) : 7936-7940.

“ DEPINHO R. The age of cancer. En: Nature 20008)228-54.

42 DOLLE ME, SNYDER WK, GOSSEN JA, LOHMAN PH, VIJG Rapid accumulation of genome rearrangements ém bwt not in
brain of old mice. En: Nature Genet 1997 (17): 434-

4 KRTOLICA A, PARRINELLO S, LOCKETT S, DESPREZ P, G#PISI J. Senescent fibroblast promote epithelidl geow and
tumorigenesis: a link between cancer and agingPEoc Natl Acad Sci USA 2001 (98):12072-7.
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Figura N°3 El fenotipo senescente inducido por multiples estim ulos.
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Las células mitéticamente competentes respondeariasvfactores estresantes
sometidos por la senescencia celular. Estos fastestresantes incluyen telomer
disfuncionales, dafios en el ADN no-teloméricosalesfimitogénicas excesivas, |
producidos por los oncogenes (que también caussiories del ADN), incluyend
estrés no-genotdxico como lo son las perturbacioaeda organizacion de
cromatina y probablemente, las tensiones con uitdogfa ain desconocidas. Lia
respuesta de senectud provoca cambios sorprendentdsnotipo celular. Esto
cambios incluyen esencialmente un arresto perntardimla proliferacion celular,
desarrollo de resistencia a la apoptosis (en algurelulas) y un patron d
alteracion de la expresion de genes. La expresiGapariencia de marcadore
asociados de senectud como galactosidasa, p16,sdafidocos de ADN (SDFs)
focos de heterocromatina (SAHFs) no son ni unifersaexclusiva al estadc
senescente y por lo tanto, no se muestran.

" n

<

Traducido y adaptado de: DI FAGAGNA, Fabrizio y CRMsI, Judith. Cellular senescence: when bad
things happen to good cells. ENature Reviews Molecular Cell Biolog®007 (8), 729-740.

5.2 CANCER DE OVARIO

Es importante recordar que los ovarios estan formados por células derivadas de
tres primordios: células germinales primitivas, mesénquima del reborde urogenital
y el epitelio celomico, de tal manera que las neoplasias del ovario tienen su origen
en cualquiera de estas tres estructuras y reciben su nombre de acuerdo con el tipo
de células del que se origino el tumor y si el tumor es benigno o canceroso.
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La mayoria de estos tumores son de origen epitelial constituyendo mas del 90%
de los 25000 casos nuevos estimados en Estados Unidos al afio 1999,

Los tumores se pueden tratar con éxito mediante la extirpacion quirdrgica de un
ovario o de parte del ovario que contiene el tumor. Contrario a los tumores
ovaricos benignos, los tumores malignos, es decir, cancerosos se pueden
propagar a otras partes del cuerpo. Su tratamiento es mas complejo dado que
normalmente se detecta en etapas avanzadas de la enfermedad lo que causa
altas tasas de mortalidad como se menciono anteriormente.

5.2.1 Tipo de Tumores Ovéricos *°

Existen tres tipos principales de tumores ovaricos, asi:

= Los tumores epiteliales se originan de las células que cubren la superficie
externa del ovario. Como se habia mencionado la mayoria de los tumores
ovaricos se originan en estas células.

= Los tumores de células germinales se originan de las células que producen
los 6vulos.

= Los tumores estromales se originan de las células del tejido conectivo que
sostienen el ovario y producen las hormonas femeninas estrégeno y
progesterona.

5.2.2 Tumores Ovéricos Epiteliales

Tumores ovaricos epiteliales benignos: Generalmente no conducen a
enfermedades graves, la mayoria de los tumores ovéricos epiteliales son benignos
dado no se propagan. Existen varios tipos de tumores epiteliales benignos,
incluidos los adenomas serosos, los adenomas mucinosos y los tumores de
Brenner.

Tumores de bajo potencial maligno:  Cuando se observan bajo el microscopio,
algunos tumores ovaricos epiteliales no se ven claramente como cancerosos.
Estos se denominan tumores de bajo potencial maligno (tumores LMP, por sus

44 CARRION-Rabago, @t al Op Cit. p.133.
4 RUBIN, Phillip. Oncologia Clinica. Editorial Elsedr Science. 82 Edicién. Espafia. 2003. p. 375.
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siglas en inglés). También se les conoce como cancer ovarico epitelial fronterizo.
Estos tumores se diferencian de los canceres ovaricos tipicos en que no crecen
hacia el tejido de sostén del ovario (lamado estroma ovarico). Asimismo, si se
propagan fuera del ovario, como por ejemplo, a la cavidad abdominal,
generalmente no invaden el revestimiento del abdomen.

Estos canceres tienden a afectar a las mujeres a una edad méas temprana que los
canceres ovaricos tipicos. Los tumores LMP crecen lentamente y tienen menos
probabilidades de causar la muerte que la mayoria de los canceres del ovario.
Aunque pueden causar la muerte, no es comun que esto suceda.

Tumores ovaricos epiteliales malignos: Denominados carcinomas, representan
aproximadamente de 85 a 90% de los canceres del ovario. Al microscopio, las
células tienen varias caracteristicas que se pueden utilizar para clasificar a los
carcinomas ovaricos epiteliales. El mas comun es el de tipo seroso, pero existen
otros tipos llamados mucinosos, endometrioides y de células claras.

Si las células no lucen como cualquiera de estos cuatro subtipos, al tumor se le
llama indiferenciado. Los carcinomas ovaricos epiteliales indiferenciados tienden
a crecer y propagarse mas rapidamente que los otros tipos. Ademas de ser
clasificado por estos subtipos, a los carcinomas ovaricos epiteliales también se les
asigna un grado y una etapa; el grado clasifica el tumor de acuerdo con su
similitud con el tejido normal en una escala de 1 al 3, la etapa del tumor describe
la extensién de la propagacién del tumor desde donde se origind en el ovario

Carcinoma peritoneal primario (PPC):  Es un cancer poco comun estrechamente
asociado al cancer ovarico epitelial, se origina en las células del revestimiento de
la pelvis y el abdomen (peritoneo). En la cirugia y bajo el microscopio, este
carcinoma luce igual que el cancer ovarico epitelial. Denominado también
carcinoma peritoneal primario extra ovarico (fuera del ovario) o carcinoma papilar
en superficie serosa. Dado que estas células son muy similares a las células que
estan en la superficie de los ovarios y que al igual que el cancer del ovario, el
PPC tiende a propagarse por las superficies de la pelvis y el abdomen, por lo que
a menudo es dificil saber donde se originé exactamente el cancer.

Los sintomas del PCC son similares a los del cancer del ovario, incluyendo dolor
abdominal o inflamacion, nadusea, vomitos, indigestion y un cambio en los habitos
de evacuacion. Ademas, al igual que el cancer ovérico, el PPC puede elevar el
nivel sanguineo del CA-125.
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Por lo general, las mujeres con PCC reciben el mismo tratamiento que las mujeres
gue tienen cancer ovarico propagado ampliamente, incluyendo cirugia Yy
guimioterapia. El pronodstico es similar al del cancer ovarico propagado
ampliamente.

5.2.3 Tumores de células germinales

Las células germinales son las que usualmente forman los 6vulos. La mayoria de
los tumores de células germinales son benignos, aunque algunos son cancerosos
y pueden poner en riesgo la vida. Aproximadamente 5% de los canceres ovaricos
son tumores de células germinales®®. Existen varios subtipos de tumores de
células germinales. Los tumores de células germinales mas comunes son
teratoma, disgerminoma, tumor del seno endodérmico y coriocarcinoma.

Teratoma : Este tipo de tumor al ser observado al microscopio se asemeja a cada
una de las tres capas de un embrion en desarrollo: el endodermo (la capa mas
profunda), el mesodermo (la capa intermedia) y el ectodermo (la capa exterior).
Este tumor de células germinales tiene una forma benigna llamada teratoma
maduro y una forma cancerosa llamada teratoma inmaduro.

El teratoma maduro es el mas frecuente, se denomina también quiste dermoide
debido a que su revestimiento se asemeja a la piel. Estos tumores o quistes
contienen diversas clases de tejidos benignos incluyendo los huesos, el pelo y los
dientes el tratamiento es la extirpacion quirdrgica. Por lo general afecta a mujeres
en edades reproductivas (desde jovenes adolescentes hasta los 49 afios).

Los teratomas inmaduros . Estos tumores cancerosos son poco frecuentes y
contienen células que se asemejan a tejidos embrionarios o fetales, tales como el
tejido conectivo, las vias respiratorias y el cerebro. Cuando no se han extendido
mas alla del ovario y la inmadurez no es prominente (teratoma inmaduro de grado
1), se curan mediante la extirpacion quirdrgica del ovario, cuando se han
extendido mas alla del ovario y/o una gran parte del tumor tiene un aspecto muy
inmaduro (teratomas inmaduros de grado 2 6 3), se recomienda quimioterapia,

46 American Cancer Society. (Referido 2009 septiembre 15). Disponible en: URL
http://www.cancer.org/docroot/ESP/content/ESP_5 QiXe es_33.asp
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ademas de la extirpacion quirdrgica del ovario. Se presentan en nifias y mujeres
jovenes, por lo general menores de 18 afios

Disgerminoma: Aunque los disgerminomas se consideran malignos (cancerosos),
la mayoria no crece ni se extienden con mucha rapidez. Este tipo de cancer es
poco comun, es el cancer ovarico de células germinales mas coman. Por lo
general afecta a mujeres adolescentes y entre 20 y 29 afios. Cuando estan
circunscritos al ovario, mas del 75% de las pacientes se curan mediante la
extirpacion quirdrgica del ovario, sin ningun otro tratamiento. Incluso si el tumor se
ha extendido mas alla del ovario (o si regresa luego), la cirugia y/o la quimioterapia
resultan eficaces en controlar o curar la enfermedad en aproximadamente el 90%
de las pacientes.

Tumor del seno endodérmico (tumor del saco vitelino ) y coriocarcinoma
Suelen crecer y extenderse con rapidez, pero, por lo general, son muy sensibles a
la quimioterapia. Los coriocarcinomas que se originan en la placenta (durante el
embarazo), son mas comunes que la clase que comienza en el ovario. Los
coriocarcinomas placentarios suelen tener una mejor respuesta a la quimioterapia
gue los coriocarcinomas ovaricos. Normalmente, estos raros tumores afectan a
nifias y mujeres jovenes®’

5.2.4 Tumores estromales

Los tumores de células estromales representan aproximadamente del 5 al 7% de
los canceres del ovario y la mayoria de éstos son tumores de células granulosas.

Més del 50% de este tipo de tumores se presentan en mujeres mayores de 50
anos, pero alrededor del 5% ocurren en las nifias. El sintoma mas comun de estos
tumores es el sangrado vaginal anormal lo cual ocurre porque muchos de estos
tumores producen hormonas femeninas (como estrégeno) las cuales pueden
causar sangrado vaginal (como un periodo) que comienza de nuevo después de la
menopausia, 0 pueden causar periodos menstruales y desarrollo de los senos en
las nifias, es menos frecuente, que produzcan hormonas masculinas (como la
testosterona), si se producen pueden afectar los periodos normales y causar
crecimiento del vello facial y del cuerpo. Otro sintoma de los tumores estromales
puede ser dolor abdominal intenso y repentino, lo que ocurre si el tumor comienza

47 QUERO-HERNANDEZ, Armandet al.Op Cit. p. 177.
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a sangrar. Entre los tumores estromales malignos (cancerosos) se encuentran los
tumores de células granulosas, los tumores de teca-granulosa y los tumores de
células de Sertoli-Leydig, los cuales, por lo general, se consideran canceres de
bajo grado. Los tecomas y los fibromas son tumores estromales benignos.

La asociacion de endometriosis con carcinoma endometrioide o de células claras
del ovario (CE/CC) se ha descrito en 15% y 30% de los casos, respectivamente.
En éstos la endometriosis puede estar adyacente al tumor, en el ovario
contralateral o en otra parte. En 1925, Sampson describié por primera vez la
asociacion de endometriosis con carcinoma endometrioide del ovario, al observar
en cortes histolégicos focos de endometriosis adyacente al carcinoma. Recientes
publicaciones han descrito alteraciones genéticas que apoyan el potencial
preneoplasico de la endometriosis, como un mayor indice de proliferacion celular
en el componente epitelial independiente de la fase del ciclo del endometrio
normal, los anadlisis de clonalidad en quistes endometridsicos solitarios que
demuestran monoclonalidad, el contenido de ADN aneuploide de las células
epiteliales atipicas y la pérdida de heterocigocidad (LOH) de uno o mas loci en los
cromosomas 9p,11qg y 22q10. Debido a que estos eventos se han observado en
focos de endometriosis adyacente a CE/CC, se considera a la endometriosis una
lesién precursora de cancer ovarico del tipo endometrioide y células claras. *®

5.3 SIGNOS Y SINTOMAS*®

No se dispone de una prueba de deteccion para este cancer. Su deteccion precoz
es dificil porque con frecuencia los sintomas son imprecisos y se confunden con
otras enfermedades. Los siguientes sintomas no deben persistir mas de 2 o0 3
semanas, de lo contrario se deben realizar estudios complementarios para
determinar la etiologia:

Sintomas Frecuentes

Una masa abdominal palpable y/o pélvica

Dolor abdominal o pélvico agudo, sobre todo cuando hay torsion del
pediculo vascular. Dolor cronico en 60% de los casos

v Inflamacién o sensacion de plenitud en la pelvis o el abdomen.

v" Hemorragia o ruptura

v
v

“8 BERAL, Valerie.etal op cit. 1710.
“SCancer de Ovario. (Referido 2009 Octubre 5). Diggeren: URLhttp://iwww.nIm.nih.gov/medlineplus/spanish/ovariancer.html
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v Dolor durante el coito.
Sintomas poco frecuentes

v' Hemorragia anémala (no menstrual) a partir de la vagina.

v" Nauseas o indigestion persistentes.

v Diarrea o estrefiimiento para los que no encuentra explicacion.
v Fatiga y lumbago persistentes.

La media de edad al diagnostico es a los 10 afios, y en las neoplasias epiteliales
del ovario 47% de las enfermas pueden encontrarse asintomaticas: su
presentacion mas frecuente es alrededor de los 14 afios®. En los tumores del
cordon sexual-estroma, el 60% se manifiesta con pseudopubertad precoz,
virilizacion y la amenorrea secundaria ocurre alrededor del 5% de los casos, la
media de edad de esta neoplasia es a los 8 afos.

5.4 FACTORES DE RIESGO® % 53

Cualquier mujer puede presentar cancer de ovario, pero la enfermedad se
manifiesta con mas frecuencia en mujeres que:

1. Edad: Es raro en menores de 40. Mas de la mitad se presentan después de los
63. El riesgo aumenta después de la menopausia, en general la literatura reporta
las mujeres que tienen méas de 50 afios de edad.

2. Obesidad: IMC>30, el riesgo aumenta en 50% en mujeres obesas.

%0 QUERO-HERNANDEZ, Armandet al Op Cit. p. 178.

51 STEVENS, Lise M. Cancer de Ovario. JAMA, 2002. (38 (Referido 2009 agosto 5). Disponible en: URitpijama.ama-
assn.org/cgi/dataBg3/406/DC1/1

%2 University of Virginia Health System. La salud eologica. (Referido 2009 Octubre 5).Disponible: edRL
http://www.healthsystem.virginia.edu/uvahealth/adgyneonc_sp/ovarian.cfm

S3American Cancer Society. Op Cit.
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3. Numero de Hijos: El riesgo disminuye en forma proporcional con el nimero de
hijos. En mujeres nuliparas el riesgo es mayor. Se piensa que el primer embarazo
después de los 30 es también factor de riesgo.

4. Métodos Anticonceptivos:  El riesgo es menor en mujeres con ligadura de
trompas (reduce el riesgo hasta en un 67%), con histerectomia (lo reduce en un
33%) o0 con uso previo de anticonceptivos orales®.

5. Medicamentos: Infertilidad o el uso de drogas para la fertilidad aumenta el
riesgo, lo mismo que el danazol (por lo menos durante un afio) que se usa para la
endometriosis, pues aumenta los niveles de andrégenos, la terapia de sustitucion
hormonal (mas de 10 afios) durante la menopausia aumenta el riesgo. Este es
mayor con sélo estrégenos, y es menos elevado si se usan combinaciones de
estrégenos y progesterona, uso de aspirina o acetaminofen disminuyen el riesgo
de ca ovarico.

6. Dieta: bajas en grasa disminuyen el riesgo.

7. Alcohol y cigarrillo : aumentan el riesgo de cancer, especialmente el de tipo
Mucinoso.

8. Historia familiar: de cancer de ovario, seno o colorrectal aumenta el riesgo

9. Uso de talco : en la region genital aumenta el riesgo.

10. Mutaciones: en los genes BRCA1 o BRCAZ2 del cancer de mama.

11. Antecedentes personales de Cancer. quienes han tenido un cancer de
mama antes de los 50 afios de edad.

% Instituto Nacional del Cancer. Las pildoras amta@ptivas y el riesgo de cancer. (Referido 2009i&apre 24). Disponible en: URL
http://www.cancer.gov/cancertopics/factsheet/Risdfoontraceptives-spanish
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12. Etnia: se ha determinado que el riesgo de cancer de ovario es mayor en
mujeres de origen caucasico y mucho menor en mujeres de raza negra.

5.5 DIAGNOSTICO®®,>®

Los exdmenes de los ovarios, el area pélvica, sangre y tejido ovérico se utilizan
para diagnosticar el cancer de ovario.

Podran utilizarse los siguientes examenes y procedimientos:

Examen pélvico: un examen de la vagina, cuello uterino, uUtero, trompas de
Falopio, los ovarios y el recto. De forma manual y mediante citologia del cuello
uterino.

Ecografia: un procedimiento en el que se ha devuelto ondas sonoras de alta
energias (ultrasonido) fuera de 6rganos o tejidos internos y hacer ecos. Los ecos
forman una imagen de tejidos del cuerpo denominado un sonograma. La imagen
puede imprimirse debe examinarse mas tarde. Se puede hacer una ecografia
abdominal o una ecografia transvaginal.

Ensayo de CA 125: El CA-125 es una proteina que se encuentra mas en las
células del cancer ovarico que en otras células. Esta proteina entra al torrente
sanguineo y se puede medir por medio de un examen de sangre. Existen dos
examenes para el CA-125: uno de primera y otro de segunda generacion. El
examen de segunda generacion se utiliza ahora mas ampliamente y en general es
mas preciso”’.

El examen se emplea a menudo para hacerle seguimiento a las mujeres a quienes
ya se les ha diagnosticado el cancer ovarico. En estos casos, la CA-125 es un

% GONZALEZ-MERLO . Jesls, GONZALEZ BOSQUET.ef al Ginecologia Oncoldgica. Editorial Masson. 22EaticiBarcelona-
Espafia. 2001. p. 339-341.

% National Cancer Institute. Ovarian Germ Cell Tusndfreatment. Referido en 2009 Octubre 03). Diggenien: URL
http://www.cancer.gov/cancertopics/pdg/treatmeraf@mn-germ-cell/HealthProfessional/page5

57 MORALES-VASQUEZ, Flavia, SANTILLAN-GOMEZ, AntonioAntigeno Sérico CA 125 en cancer epitelial de
ovario. (Referido en 2009 Noviembre 20). Disponible  en: URL
http://www.incan.org.mx/revistaincan/elementos/doentosPortada/1206466849.pdf
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muy buen indicador de si un paciente esta respondiendo al tratamiento para el
cancer y si un paciente continda en remision después del tratamiento. En general,
el CA-125 no es un buen examen para evaluar mujeres sanas en busqueda de
cancer ovarico por que genera muchos falsos positivos, por lo tanto , el CA-125 no
debe ser considerado como un examen de deteccion general efectivo para el
cancer ovarico.

Enema de bario: son una serie de radiografias del tracto gastrointestinal inferior.
Un liquido que contiene bario (un compuesto metélico de plata-blanco) se coloca
en el recto. El bario cubre el tracto gastrointestinal inferior y se toman radiografias.
Este procedimiento también se denomina una serie de Gl inferior.

Pielograma intravenoso (PIV) : son una serie de radiografias de los rifiones,
uréteres y de la vejiga para averiguar si cancer se ha diseminado a estos 6rganos,
se emplea con un medio de contraste intravenoso y se toman radiografias para
ver si hay cualquier obstruccion en el trayecto.

Tomografia computarizada (CAT analisis):  un procedimiento que hace una serie
de imagenes detalladas de areas dentro del cuerpo, tomadas desde diferentes
angulos. Las imagenes son hechas por un equipo vinculado a una maquina de
rayos x. Un medio de contraste puede ser inyectada en una vena o ingerido para
ayudar a los 6rganos o tejidos aparecen mas claramente. Este procedimiento
también se llama tomografia computarizada, tomografia computarizada o
tomografia axial computadorizada.

Biopsia: Es la eliminacion de células o tejidos para que puedan verse bajo un
microscopio por un patologo para comprobar si hay signos de cancer. Se elimina
el tejido en un procedimiento llamado una laparotomia (una incision quirdrgica en
la pared del abdomen).
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6. PROPOSITO

Con la presente investigacion se propone lo siguiente:

v' Evaluar el papel que desempefian los factores identificados como
predictores de cancer de ovario en la senescencia del tejido epitelial de
ovario.

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

v' Generar conocimiento en el area y abrir la posibilidad de nuevas
investigaciones.
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7. OBJETIVOS

7.1 OBJETIVO GENERAL

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

7.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Describir el comportamiento de los factores socio-demogréficos,
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 (humero de pases obtenidos) del cultivo
del tejido epitelial de ovario del estudio TRF2.

e Calcular la asociacion existente entre la senescencia en cultivos del tejido
epitelial de ovario determinada mediante la actividad RRgalactosidasa
normalizada y los factores socio-demogréficos de las donantes en los
diferentes rangos de edad.

e Calcular la asociacion existente entre la senescencia en cultivos del tejido
epitelial de ovario determinada mediante la actividad [3galactosidasa
normalizada vy los antecedentes clinicos de las donantes en los diferentes
rangos de edad.

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

8.1 DISENO DEL ESTUDIO

Estudio descriptivo observacional con fuente exploratoria de datos de la segunda
fase del estudio TRF2.

8.2 POBLACION Y MUESTRA
8.2.1 Poblacion

Pacientes del servicio de Ginecologia y Obstetricia del Hospital Occidente de
Kennedy y del Hospital Mayor de Bogota, Colombia en el periodo comprendido
entre 2007 y 2009 para la totalidad del estudio y para la segunda fase del estudio
TRF2 entre mayo y septiembre de 2009.

8.2.2 Muestra

27 Mujeres del servicio de ginecologia y obstetricia del Hospital Occidente de
Kennedy (HOK) y 2 mujeres del Hospital Mayor de Bogota, Colombia sometidas a
ooforectomia total o parcial por condiciones benignas, de cualquier edad sin
antecedentes personales de cancer, las cuales fueron entrevistadas entre mayo y
septiembre de 2009 como parte del estudio TRF2 en su segunda fase.

8.3. TIPO DE MUESTREO

Como no es facil obtener las muestras, dado que se trata de donacion de tejido
vivo, se realizo Muestreo No Probabilistico por Conveniencia del estudio TRF2,
contando con el apoyo de la directora del servicio de ginecologia que le envio al
grupo investigador todas las muestras que se lograron recolectar en un periodo de
cinco meses.
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8.4 FUENTES DE INFORMACION

8.4.1 Fuente de informacién 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.

8.5 PROCEDIMIENTO DE LABORATORIO

A continuacién se explica de manera breve la metodologia empleada por el grupo
investigador que realizo el experimento de laboratorio®®, de manera que se
contextualice adecuadamente al lector para una mejor comprension de los
resultados finales del presente estudio.

En total, se recolectaron muestras de tejido ovarico provenientes de 29 pacientes
sometidas a ooforectomia parcial o total debida a condiciones benignas. Las
muestras fueron procesadas mediante disgregacién enzimética, para separar el
epitelio del estroma, y mecanica —para seccionar el epitelio en pequefios
fragmentos.

Cada muestra fue sembrada con dos medios de cultivo diferentes en los frascos
correspondientes. Los medios utilizados fueron MCDB105 (Sigma)/M199 (GibCo)
y Megacell MEM/F12 Ham (Sigma), suplementados con suero fetal bovino en
diferentes concentraciones. Debido a que ya desde los primeros pases o
subcultivos se observé un mayor crecimiento celular de las muestras sembradas
con la mezcla de medios MCDB105/M199 suplementado con SFB al 10%, se
decidio efectuar los cultivos so6lo con esta mezcla y prescindir del segundo medio.

%8 CHUAIRE-NOACK, Lilia. et al.Op Cit.
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De cada muestra se obtuvo un cultivo de células epiteliales, que fue llevados a lo
largo de por lo menos cinco pases o subcultivos, teniendo en cuenta que la
literatura reporta que la senescencia se alcanza a esa edad del cultivo. Una vez
las células alcanzaban por o menos un 90% de confluencia, se efectud cada
prueba directamente sobre las células sin congelar.

En cada pase se recolectaron 5000 células cultivadas con el fin de utilizarlas en
los andlisis de expresion de la enzima B-galactosidasa mediante
guimioluminiscencia, asi como medicidon de proteinas por técnica de Biuret con el
fin de normalizar los resultados de la expresion de la actividad de la enzima
Bgalactosidasa y adicionalmente se realizo conteo de las células frescas para
calcular la velocidad de crecimiento, la cual se calcula dividiendo el niumero
de células recolectado durante cada pase porla duracidon en dias del pase
correspondiente. De esta manera se minimiza el error de haber hecho el pase
correspondiente sin que todos los cultivos hayan llegado exactamente al mismo
nivel de confluencia (90-95%).

En los ensayos se conto con controles positivos (entendidos como células
epiteliales inducidas a senescencia) y buffer lisis como blanco, en estos se
esperaba que la Bgal normalizada fuera mayor que en las no inducidas. Sin
embargo, en algunos casos fue incluso menor, lo que se puede explicar por el
hecho de que los agentes oxidantes, como el perdxido de hidrogeno, dafian las
vias de senescencia y por tanto no aumenta la 3gal.

8.6 INSTRUMENTOS DE RECOLECCION DE DATOS

Se emplearon dos instrumentos para la recoleccion de datos por parte de los
investigadores del estudio “Estudio entre dinamica telomerica, expresion y
actividad de la telomerasa y expresion de TRF2 con la senescencia de un tejido
con elevada susceptibilidad a la transformacién tumoral”. Los formatos incluidos
en este estudio se limitan a los de las 29 mujeres que comprenden la segunda
fase del estudio mencionado.
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Formato de consentimiento informado  (Ver archivo adjunto. Anexo 1.)

Formato de encuesta del “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”. (Ver archivo adjunto
Anexo 2.).

8.6.1. Descripcion del instrumento de recoleccion d e datos del estudio TRF2.

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 médico tratante en el Mayor, quienes
resolvieron las dudas a las encuestadas.

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

Hoja 1 Resultados de Tejido Epitelial de Superficie de Ovario

v/ Cddigo de identificacion alfanumérico de cada paciente

v Edad

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

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

Hoja 2 Resultados de Controles

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

La base de datos para el andlisis de los datos obtenidos a partir de las encuestas
realizadas en el estudio TRF2 se creo en la presente investigacion, con las
variables descritas en la tabla No.2, empleando el software estadistico SPSS
version 17.
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Tabla No. 2 Cuadro Operacional de Variables

8.7. VARIABLES
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NOMBRE DEFINICION OPERATIVA TPo | NYEC2E | CARACTERES | CODIFICACION
Los estratos socioecondmicos son
una herramienta que utiliza el Estado
colombiano (Ley 142 de 1994, 1 Estrato6
Articulo 102 ) para clasificar los 2' Estrato 5
inmuebles residenciales de acuerdo - Lsha
con los lineamientos del DANE, el o . 3. Estratod
EstratoSE ] L) Cualitativa Ordinal 6 4. Estrato 3
cual tiene en cuenta el nivel de 5 E
. L . Estrato 2
ingresos de los propietarios, la 6 E
o L e . Estrato 1
dotacion de servicios publicos
domiciliarios, la ubicacion (urbana,
rural), asentamientos indigenas,
entre otros
Edad Tiempo transcurrido a partir del | o it | De Razon 2 -
nacimiento de un individuo
1. <de 35arios
EdadGin Edades fr'e'c'uentem'ente asociadgs a Cualitativa Ordinal 3 2. Dfe 36 a 49
la aparicién de cancer de ovario afos
3. > de 50 afios
Fechanac Fecha de nacimiento exacta Cuantitativa Interval - dd/mm/aaaa
El estado civil de una persona es su
situacion juridica en la familia y la 1. Casado
Ecivil sociedad, determina su capacidad 2. Union libre
para ejercer derechos y contraer Cualitativa Nominal 5 3. Divorciado
ciertas obligaciones, es indivisible, 4. Viudo.
indisponible e imprescriptible. 5. Soltero
Decreto 1260 de 1970
1. Posgrado
2. Universidad
completa
3. Universidad
incompleta
4. Tecnico
completo
Neducativo Nivel educati_vo defin_ido como el o ‘ 5. _Tecnico
grado de estudios maximo alcanzado Cualitativa Ordinal 9 incompleto
por una persona 6. Bachillerato
completo
7. Bachillerato
incompleto
8. Primaria
Completa
9. Primaria
Incompleta
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Tabla No. 2. Cuadro Operacional de Variables (Conti  nuacion)
NOMBRE DEFINICION OPERATIVA mPo | MYELBE | CARACTERES |  CODIFICACION
1. Finanzas y
administracion
2. Ciencias Naturales
aplicadas y afines
3. Salud
4. Ciencias Sociales,
gubernamentales,
educacion y
religion
Segun Clasificacion Nacional de 5. Arte, cultura,
Ocupacion Ocupaqong§ del SENAyla Cualitativa Nominal 9 recreacion y
Organizacién de Estados deporte
Iberoamericanos 6. Ventas y servicios
7. Ocupaciones
industria primaria
8. Oficios, transporte,
operarios y afines
9. Industria de
procesamiento,
fabricacion,
suministro de
servicios publicos
Régimen o sistema de salud al 1. Contributivo
SisSalud cual se encuentra afiliada una Cualitati ) 2. Subsidiado
. ualitativa Ordinal 4 )
persona, segun lo expresado en la 3. Vinculado
Ley 100 de 1993. 4. Particular
1. Salud Total
Entidad Promotora de Salud a la 2. Humana Vivir
EPS cual se encuentran afiliadas las Cualitativa Nominal 5 3. Ecopsos
personas. 4. Salud Condor
5. Colsubsidio
Peso Unidad d(? medida expresada en Cuantitativa De Razén 2 #
Kilogramos (Kg).
Estatura Unidad de ”Ted'da expresada en Cuantitativa De Razon 3 #
centimetros (cm)
El indice de masa corporal (IMC)
es una medida de asociacion
IMC . e.n‘tre elpesoy latalla d.e un Cuantitativa De Razon 3 #
individuo, calculado a partir de la
siguiente expresion matematica.
IMC=peso (kg)/talla? (m2)
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Tabla No. 2. Cuadro Operacional de Variables (Conti  nuacion)
NOMBRE DEFINICION OPERATIVA mPo | MYELBE | CARACTERES |  CODIFICACION
1. Desnutricion
<18,50
- , 2. Normal 18,51 -
IMCRecod | MC reco"'““‘éaMSSeg“” valores de | ¢ aiitativa Ordinal 4 24,99,
' 3. Sobrepeso 25,00 -
29,99
4. Obesidad >30,00
1. Ninguna
2. Cardiovascular
3. Pulmonar
EnfPpal Enfermedad Principal §ufr|da por Cualitativa Nominal 8 4. Renal o
la persona entrevistada 5. Gastrointestinal
6. Endocrinas
7. Obstétricas
8. Ginecoldgicas
Mtos Uso de Medicamentos de - . 1. No
I Cualitativa Nominal 2 .
cualquier tipo. 2. Si
Alerg Antecedentes Alérgicos. Cualitativa Nominal 2 12 '\é?
Edad de presentacion de la
Menarca menarca 0 menarquia definida
como el primer episodio de Cuantitativa De Razon 2 #
sangrado vaginal de origen
menstrual de la mujer
Gestas Numero de gestaciones Cuantitativa De Razon 2 #
EdadGest Edad de la primera Gestacion Cuantitativa De Razon 2 #
1. Ninguno
Antico Uso de anticonceptivos (Tipos) Cualitativa Nominal 4 g Egﬁgga
4. Hormonal
Tantico Tiempo de uso de anticonceptivos Cuantitativa De Razon 3 #
TerHom Uso de Terapia Hormonal Cualitativa Nominal 2 ; gllo
AntEndo Antecedente de Endometriosis Cualitativa Nominal 2 ; gllo
AntEpi Antece:dgnte de Enfermedad Cualitativa Nominal 2 1. Np
Pélvica Inflamatoria 2. Si
AntDIO Antecedente de uso de Drogas - . 1. No
o Cualitativa Nominal 2 )
Inductoras de la Ovulacién 2. Si
AntPRA Antecedente de Protocolos de Cualitativa Nominal 2 1. No
Reproduccién Asistida 2. Si
Antecedente de uso de
AntMRE Moduladores de Receptores de Cualitativa Nominal 2 ; gllo
Estrégenos '
Fuma 1. Nunca
Habitos de fumar Cualitativa Ordinal 3 2. Aveces
3. Siempre
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Tabla No. 2. Cuadro Operacional de Variables( Conti  nuacion)
A NIVEL DE 5
NOMBRE DEFINICION OPERATIVA TIPO MEDICION CARACTERES CODIFICACION
Café . o . 1. Nunca
Habito de consumo de café Cualitativa Ordinal 3 2. Unavezaldia
3. Mas de unaldia
. ) 1. Nunca
Alcohol Habito de consumo de bebidas Culitativa Ordinal 3 2 Aveces
con contenido de alcohol )
3. Siempre
1. Nunca
2. Una
Cahum Habito de consumo de carnes _— . vez/semana
Cualitativa Ordinal 4 .
ahumadas 3. Mas de wuna
vez/semana
4. 1-3 veces/mes
1. Nunca
2. Una
Enlata Habito de consumo de productos Cualitativa Ordinal 4 ve'z/semana
enlatados 3. Mas de wuna
vez/semana
4. 1-3 veces/mes
1. Nunca
2. Una
Embu Habito de consumo de productos Cualitativa Ordinal 4 ve'z/semana
embutidos 3. Mas de wuna
vez/semana.
4. 1-3 veces/mes
1. Nunca
Talcos Uso de talcos genitales Cualitativa Ordinal 3 2. Aveces
3. Siempre
AntFaCa Antecedentes familiares de cancer Cualitativa Nominal 2 ; g.o
1.Ninguno
2.Piel
Tipos de cancer sufridos en la - . 3. Gastrico
Ca " Cualitativa Nominal 7 4.Seno
familia 5. Cuello Uteri
.Cuello Uterino
6.Ovario
7.0tros
AntperCa Antecedente§ personales de Cualitativa Ordinal 2 1. N.O
cancer 2. Si
Velocidad de crecimiento celular #
VelPase por pase (No. Células por Cuantitativa De Razon 8
dia/Pase)
Razon Cuantitativa
BgalPase Betagalactosidasa/Proteinas (Dependients) De Razon 8 #
Betagaloctocidasa Normalizada P
Betagalactosidasa Normalizada
con punto de corte extraido 1. Punto de Corte
a partir de la media obtenida de . . > 54152,90
PCBeta los controles realizados al tejido Cualtativa Nominal 2 2. Punto de Corte
epitelial de ovario (células < 54152,89
inducidas a senescencia)
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8.8 CALIDAD DEL DATO

Tabla No. 3. CONTROL DE SESGO Y ERROR
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TIPO DE SESGO DEFINICION MEDIDAS DE CONTROL.
. . . La presente investigacion no puede
Las mujeres incluidas en el estudio se enerar medidas de control debido al
SESGO DE SELECCION tomaron de hospitales estas podrian g

Sesgo de efecto del voluntario.

verse mas inclinadas a participar en el
estudio que otras por intereses
particulares.

tipo de muestreo por conveniencia
necesarios en el estudio TRF2. Los
datos ya habian sido recolectados por el
otro grupo investigador.

SESGO DE SELECCION
Sesgo de membrecia

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

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

SESGO DE INFORMACION
Sesgo de Sensibilidad del
Instrumento de medicion

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
érdenes de magnitud inferiores a la real.

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 seleccién
multiple 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 auto aplicable.

SESGO DE MEDICION

Sesgo de memoria

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.

Se realizaron preguntas de estilo de vida
diario, antecedentes familiares de cancer
de facil recordacién 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 participaciéon en la
elaboracién del instrumento de medicion.

SESGO DE MEDICION

Sesgo de deteccion

Introduccion de metodologias
diagnosticas diferentes a las inicialmente
utilizadas al comienzo de un estudio
para determinar la senescencia celular.

El grupo investigador confirmo con quien
proporciono la base de datos Ilo
siguiente:

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

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

SESGO DE CONFUSION

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 conformacién 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.

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.

48




UNIVERSIDAD CES

Un Compromiso con la Excelencia

Tabla No.4. PLAN DE ANALISIS

UsiveErsinan peL Risigi

crediTackin i ional de aita calidad
Miristeds de Educaciin Nacional

OBJETIVOS ESPECIFICOS

ANALISIS ESTADISTICO

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

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

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

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.

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

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

Calcular la asociacion existente entre Ila
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.

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.
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8.9 CONSIDERACIONES ETICAS

Para el presente estudio se tuvo en cuenta que el grupo investigador que
suministro la informacién se hubiera acogido a todas las normas nacionales e
internacionales para investigacion con humanos, tales como la Declaracion de
Helsinki de la Asociacién Medica Mundial 2000, las Pautas Eticas Internacionales
para la Investigacion Biomédica en Seres Humanos, Ginebra 2002 de la CIOMS,
la Constitucion Nacional de Colombia 1991, asi como las normas establecidas en
la Resolucion 0008430 de 1993 sobre Normas cientificas técnicas Yy
Administrativas para la investigacion en salud que 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.

Para la construccion de la base de datos se tuvo en cuenta la proteccion de la
identidad de las participantes del estudio mediante un codigo asignado
previamente por el grupo investigador; durante el tiempo del estudio Las historias
medicas los resultados de los exadmenes y la informacion que dieron son de
caracter confidencial, de manera que solo el donante y el equipo de atencién
clinica tendréa acceso a los datos. Por ningln motivo se divulgara esta informacion
sin el consentimiento del donante.

Se realiz6 revision del consentimiento informado (Anexo 1), a toda mujer
participante del estudio en pleno uso de sus capacidades fisicas y mentales,
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 29 mujeres donantes de tejido epitelial ovarico, requerian realizarse la
ooforectomia parcial o total debida a condiciones benignas, como quistes ovaricos,
torsion de anexos, embarazo ectOpico con  salpingooforectomia,
salpingooforectomia por hiperplasia endometrial 0 masas anexiales benignas, por
lo tanto la donacidn no hacia parte del motivo por el cual eran intervenidas las
donantes sino que se aprovechaba el procedimiento para realizar la extraccion del
tejido previo consentimiento y las molestias eran las derivadas del mismo mas no
de la donacion del tejido, lo cual quedo estipulado en el formato firmado por las
donantes participantes en el estudio TRF2. El consentimiento incluyé la aceptacion
para la utilizacion de las muestras en estudios posteriores dentro de la misma
linea de investigacion.
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Asi mismo se someti6 a evaluacion por parte del Comité de Etica en Investigacion
de la Escuela de Ciencias de la Salud Universidad del Rosario (Ver Archivo
Adjunto. Anexo 3).
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9. INFORME DE RESULTADOS

Para efectos practicos se presentaran los datos iniciando con los valores
obtenidos en las mediciones de laboratorio de la enzima betagalactosidasa
normalizada como marcador de senescencia (a mayor pfgalN mayor numero de
células senecentes) y la velocidad de crecimiento celular como medida de la
capacidad de replicacion celular (a mayor velocidad mayor capacidad de
replicacion celular), posteriormente se dividira el analisis de los resultados
obtenidos de las encuestas realizadas a las 29 mujeres que participaron en el
estudio mediante la donacion de tejido superficial de ovario en cuatro (4) grandes
grupos asi: Factores socio demogréficos, personales, ginecoldgicos y relacionados
con estilos de vida.

9.1. ESTADISTICOS DESCRIPTIVOS

9.1.1 Descriptivos de Factores Socio demograficos

Entre los factores socio demogréaficos se tuvo en cuenta la fecha de nacimiento
para calcular la edad dado que aunque existia el item edad es conocido por los
investigadores que las mujeres tienden a generar un sesgo de informacion con
este dato, otras variables como EPS no se tuvieron en cuenta dado que no es
relevante el nombre de la empresa de salud a la que estan afiliados sino el tipo de
seguridad social en salud que puede influir en el acceso oportuno a consulta
medica por parte de cada una de las participantes del estudio.

Por otra parte el lugar de nacimiento no se tuvo en cuenta puesto que no existia
un item que indagara sobre el tiempo de residencia en Bogota o el nimero de
afos vividos en el mismo lugar de nacimiento ademas de no encontrar este factor
Ccomo riesgo para contraer cancer de ovario en la literatura revisada.

El grupo étnico de todas las donantes fue el mestizo, por este motivo no se realiza
ningun gréfico se hace mencion de este dato dado que se ha determinado que el
riesgo de cancer de ovario es mayor en mujeres de origen caucasico y mucho
menor en mujeres de raza negra.
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Grafica No.1 Distribucion de Edad de 29 Donantes de Tejido Superficial de Ovario en
Dos Instituciones de Salud de Bogota en el Afio 2009

Mean =39.55
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En la grafica No.1 se observa la distribucion de las edades de las 29 donantes de
tejido epitelial de ovario con promedio de 39.55 +9,63, concentrandose la mayoria
de encuestadas entre los 37 y los 45 aflos de edad (percentil 25 y 75
respectivamente), mas adelante se muestra que para efectos de andlisis fue
necesario recodificar esta variable de manera que las mujeres con mayor
probabilidad de contraer cancer de ovario segun lo reportado en la literatura
guedaran como un grupo independiente.

GraficaNo.2. Estrato Socioecondmico de Donantes de
Epitelio Superficial de Ovario (ESO) en Dos
Instituciones de Salud de Bogota en el Aiio 2009

m Estrato 3
W Estrato 2
W Estrato 1

mNS/NR
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En el grafico numero 2 se observa que entre los estratos 1 y 2 se encontraba
concentrada la mayor parte de las encuestadas representado por un 65,5% esto
influenciado en parte por el lugar de recoleccién de las muestras que hace que la
poblacién con mas probabilidades de ser incluidas en el estudio sean de estos
estratos socioeconomicos.

Grafica No.3. Estado Civil de 29 Mujeres Donantes de Tejido Epitelial
de Ovario en 2 Instituciones de Salud de Bogota en el afio 2009

™ casada
B union libre
™ zoltera

B MS/MR

La gréfica numero 3 muestra la distribucion del estado civil en las 29 mujeres
encuestadas correspondiendo un 41,4% a las mujeres solteras y 48,3% a las
mujeres con algun tipo de sociedad conyugal constituida.

Para el presente estudio es menos riesgoso el hecho que una mujer tenga una
sociedad conyugal constituida formalmente dado el aumento de la promiscuidad
entre las mujeres con otro estado civil que aumenta el riesgo de patologias
ginecoldgicas.
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Grafica No.4. Nivel Educativo de 29 Mujeres Donantes de Tejido
Epitelial de Ovario en Dos Instituciones de Salud de Bogotaen
el Afio 2009

W tecnico completo

W bachillerato completo
W bachillerato incompleto
B primaria complets

B N5/NR

La grafica numero 4 muestra que el 100% de las mujeres encuestadas son
alfabetizadas, de estas el 55,2% tienen bachillerato completo y 10,3% alguna
carrera técnica completa, lo que en teoria haria pensar que con un adecuado nivel
educativo se tienda hacia los cuidados de la salud propios de las mujeres de forma
mas asertiva.

GraficaNo.5. Ocupacion enlos Ultimos Afios de 29 Mujeres
Donantes de Tejido Epitelial de Ovario en 2 Instituciones de
Salud de Bogota en el Afio 2009

M ventas v servicios
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La grafica No.5 muestra el tipo de ocupacion de las participantes en el estudio,
esta clasificacion es basada en la clasificacion nacional de ocupaciones del SENA,
se observa que el 79,3% de las participantes pertenecen a ventas y servicios dado
por que fue precisamente este porcentaje que respondié que eran amas de casa 0
gue se dedicaban a ventas ambulantes o en almacenes pequefios, no habia
ninguna con oficios de riesgo dentro de los considerados en la literatura para
contraer algun tipo de cancer como lo son las floricultoras.

Grafica No.6. Tipo de Seguridad Social en Salud de 29
Mujeres Donantes de Tejido Epitelial de Ovario en 2
Instituciones de Salud de Bogota en el Afio 2009

B contributivo
W zybsidiado
B vinculado

B NS/ NR

La grafica No.6 muestra el tipo de seguridad social a la cual se encuentran
afiliadas las participantes del estudio siendo un 62,1% de ellas pertenecientes al
régimen subsidiado, 27,6% son vinculadas es decir no pertenecen a ningun
régimen y 3,4% pertenecen al contributivo, esta tendencia dada quizd por la
poblacion empleada para la recoleccion de las muestras.
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9.1.2 Descriptivos De Factores Personales

GraficaNo.7. Antecedentes Personales Patologicos de 29 Mujeres
Donantes de Tejido Epitelial de Ovario en Dos Instituciones de Salud
de Bogota enel Aho 2009
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Antecedentes Patoldgicos por Sistemas

La grafica numero 7 muestra la distribucion de las diferentes patologias sufridas
por las participantes del estudio, siendo de interés que el 20,7% habia sufrido
alguna patologia ginecolégica dada por miomatosis, EPI (Enfermedad Pélvica
Inflamatoria), quistes en ovario, hemorragia uterina anormal, adenocarcinoma
endometrioide o cervicitis.
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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 Bogota en el afio 2009
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El 51,7% de las mujeres encuestadas refirieron tener antecedentes familiares de
cancer, distribuida como sigue a continuacion.

GraficaNo.9 Tipo de Antecedentes de Cancer Familiar en
29 Mujeres Donantes de Tejido Epitelial de Ovario en Dos
Instituciones de Salud de Bogotd en el Afo 2009.
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Tipo de Cancer

De las mujeres que respondieron tener antecedentes familiares de cancer el 6,9%
refirié tener antecedente de familia con cancer de cuello uterino siendo este el de
importancia para el presente estudio junto al 6,9% de cancer de seno y el 13,8%
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de tipo gastrointestinal como reporta la literatura se encuentran mas asociados al
desarrollo de cancer de ovario, ninguna tenia antecedente de cancer de ovario
especificamente.

Los otros tipos de céncer (24,1%) no estan identificados en la literatura como
factores de riesgo. Dentro de los otros tipos de cancer no codificados para el
analisis se encontraron: prostata (2), colon, pancreas, pulmén, linfoma, leucemia y
hepético.

Ninguna mujer reporto antecedentes personales de cancer de ovario ni de otro tipo
de cancer por lo tanto no se incluye en la presente descripcion.

9.1.3 Descriptivos De Factores Ginecoobstetricos

GraficaNo.10 Rangos de Edades de 29 mujeres Donantes de
Tejido Epitelial de Ovario en Dos Instituciones de Salud de
Bogota en el Afio 2009

B menor 30
H31-45

mayor 46

Como se menciono anteriormente para efectos de andlisis las edades de las
participantes se dividieron en tres (3) grupos etareos siendo mayor el numero de
mujeres con edades comprendidas entre los 31 y 45 afios representadas por un
58,6% del total grupo de interés para la presente investigacion, a pesar que la
literatura reporta que edades mayores de 50 afios corren mas riesgo de desarrollo
de cancer de ovario solo se encontraron 2 mujeres que cumplian este requisito por
lo tanto se decidio ampliar los rangos para hacerlos mas representativos (con base
en la declinaciéon de la capacidad reproductiva).
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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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La edad promedio de presentacion de la menarquia en las 29 mujeres
participantes del estudio fue de 13,5 £ 2,0 afios, con una edad minima de 10 afos
y méxima de 18 afios.

Grafica No.12 Distribucion de Niimero de Embarazos Versus Edad del Primer
Embarazo en 29 Donantes de Tejido Epitelial de Ovario en Dos Instituciones
de Salud de Bogota en el Afio 2009
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De las 29 mujeres encuestadas 3 eran nuliparas, las 25 restantes en promedio
habian tenido 3 + 2 gestaciones y una mujer con punto maximo de 8 gestaciones

60



O\
a»

UNIVERSID

Un Compromiso con la Excelencia

UsiveErsinan peL Risigi

crodTackining
Miristerse de Educaciin Naclenal

con edades promedio de 20 + 3 afios de la primera gestacion, una de ellas con
edad maxima de la primera gestacion a los 30 afos.

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 Afio 2009
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Método Anticonceptivo

En cuanto al método anticonceptivo empleado se puede agregar que de las 29
mujeres encuestadas 34,5% referia no usar ningun tipo de método anticonceptivo,
del porcentaje restante de mujeres que usaban algun método, el 20,7% se habia
realizado la ligadura de trompas, otro 20,7% empleaba métodos hormonales y
17,2% empleaba métodos de barrera con un tiempo promedio de uso de 60,43 £
64.10 meses siendo la ligadura de trompas la que mas tiempo aportaba, métodos
como hormonales de interés para el presente estudio no excedia un tiempo
superior a 12 meses de uso.

En la encuesta se indago sobre otros aspectos importantes reportados en la
literatura como factores de riesgo para desarrollo de cancer de ovario tales como:
uso de drogas inductoras de la ovulacién, protocolos de reproduccién asistida, uso
de terapia hormonal, uso de moduladores receptores de estr0genos y uso de
talcos genitales sin embargo como no se encontraron respuestas positivas o solo
se encontrd una de 29 no se incluyeron en el analisis.
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9.1.4 Descriptivos Relacionados con el Estilo de Vi  da

A continuacién se presentan los resultados obtenidos de la encuesta a 29 mujeres
donantes relacionados con estilos de vida y habitos de alimentacion referidos en la
literatura como factores de riesgo para cancer de ovario.

GraficaNo.14. Habito de Consumo de Cigarrillo de 29 Mujeres
Donantes de Tejido Epitelial de Ovario en Dos Instituciones de Salud
de Bogota en el Afio 2009
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En la Grafica No.14 se observan los porcentajes relacionados con el habito de
consumo de cigarrillo encontrando que el 75,9% de las encuestadas respondio
negativamente, otro 13,8% respondié que a veces usaba cigarrillo y un 6,9% dijo
gue siempre usaba cigarrillo, en esta variable no fue posible determinar la cantidad
de cigarrillos/dia usados por las personas que respondieron afirmativamente.
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Grafica No.15. Habito de Consumo de Cafe de 29 Mujeres
Donantes de Tejido Epitelial de Ovario en Dos Instituciones
de Salud de Bogota en el Afio 2009
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En cuanto al habito de consumo de café el 44,8% de las mujeres refirié tomar café
una vez al dia seguido de un 34,5% que manifesté consumir mas de una vez al
dia y un 13,8% que decia nunca consumir café (Grafica No.15).

Grafica No.16 Habito de Consumo de Alcoholde 29 Mujeres
Donantes de Tejido Epitelial de Ovario en Dos Instituciones de
Salud de Bogota en el Afio 2009

Hnunca
M gveces

= NS/MR

En el consumo de alcohol se encontr6 que el 65,5% de las mujeres nunca
consumian ningun tipo de alcohol y el 31,0% refiri6 que a veces, sin embargo no
fue posible determinar la frecuencia exacta de consumo ni la cantidad teniendo en
cuenta que en el presente estudio se tomaron los datos de una fuente secundaria

(Grafica No.16).
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Grafica No.17 Habito de Consumo de Carnes Ahumadas de 29
Mujeres Donantes de Tejido Epitelial de Ovario en Dos
Instituciones de Salud de Bogota en el Afio 2009
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Referente al consumo de carnes se encontr6 que el 58,6% de las mujeres
encuestadas consumia por [o menos una vez a la semana, seguido de un 24,1%
gue manifestaban consumir con una frecuencia de 1 a 3 veces al mes y el 10,3%
de las mujeres restantes negaba consumo en algin momento del mes (Gréfica
No.17).

El tipo de formulacién de pregunta quiza fue un factor que influyo en la respuesta
de las participantes pues no se realizaba ninguna aclaracion sobre que era
“carnes ahumadas” generando esto sesgo al interpretar de forma diferente este
tipo de preparacion de la carne.

Grafica No.18 Habito de Consumo de Enlatados de 29 Mujeres
Donantes de Tejido Epitelial de Ovario en Dos Instituciones de
Salud de Bogoté en el Afio 2009
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En la grafica N0.18 se observa que de las mujeres que consumen enlatados la
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%, el porcentaje restante cae dentro de lo que en la literatura se reporta como
bajo riesgo de consumo para adquirir cancer de ovario.

Grafica No.19 Habito de Consumo de Embutidos de 29 Mujeres
Donantes de Tejido Epitelial de Ovario en Dos Instituciones de
Salud de Bogotaen el Afio 2009
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La gréfica No.19 muestra en el consumo de embutidos 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.
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Tabla N90.5. Valores Obtenidos de la Enzima Betagala ctosidasa Normalizada
(RLU) ®

N Bgall N Mediana (RLU) Desv’laclon Minimo  Méaximo

ormalizada y/3jidos Perdidos Estandar
Pase1 29 0 38925.33 0.000000 12410 613718.75
Pase2 27 2 101096.20 0.000000 420599 733633.33
Pase3 25 4 88267.39 0.000000 1347590 660669.08
Pase4 23 6 105512.40 8712947 22921.55 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 9524150 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

RLU: unidades de luminiscencia relativa

En la tabla No.5 Se observan los valores obtenidos de Rgalactosidasa
Normalizada®® en las 29 muestras de tejido epitelial de ovario de mujeres sanas y
el numero de pases (sub-cultivos) obtenido con cada una de las 29 muestras
celulares. Se logro obtener un maximo de 11 pases en una de las muestras, sin
embargo, el 65,5% de los muestras lograron su punto maximo de confluencia en
el pase nimero 7, de ahi en adelante la capacidad replicativa® celular disminuyo
considerablemente. En el pase 1 (cultivo) fue donde las 29 muestras del tejido
epitelial de ovario mostraron su punto maximo de confluencia con una mediana®
de 38925.33 £1.17 RLU, con rango entre 124.10 RLU y 613718.75 RLU

En el pase 2 (subcultivo 1) 27 muestras de tejido epitelial de ovario llegaron a su
punto méaximo de confluencia permitiendo continuar con los subcultivos con una
mediana de 101096.2000 + 1.62 RLU , otras 2 muestras no alcanzaron este punto
por lo tanto no se logro continuar con los subcultivos, los demés valores obtenidos
en los diferentes pases no se incluyen en la presente descripcion dado que
después del primer pase la capacidad replicativa celular comenzé a disminuir.

%9 RLU del inglésRelative Light Units.

€ Estos valores corresponden a los valores obtenighastir de la divisién de la enzifiGalactocidasa y de las proteinas (como factor
de normalizacién) pues se realizo cuantificaciénptbteinas para eliminar el riesgo de error easkimacién de la actividad de la
enzima B-galactosidasa, dado que era posible doeegaaltos en esta actividad pudieran atribuirgaeano se controlé bien el No. de
células sembradas en cada pozo, es decir, se ménlmiposibilidad de error, al hacer equiparalie®s los resultados, gracias a la
normalizacién con base en la cuantificacién dgtateinas expresadas por las células de cada muestr

%1 L a capacidad replicativa de las células idealmeateide por el nimero de doblajes poblacionalesegperimentaron las células en
el cultivo.

%2 Se toma la mediana dado que es una medida dentéagentral que no se deja afectar por los valextemos y los datos obtenidos
en el presente estudio tienen una alta variabilidad
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Tabla No.6. Valores Obtenidos de la Velocidad de Cr ecimiento Celular
(No.Células/dia)

\éeloc.ld?d de - N - Mediana (cel*dia/pase) Desvllamon Minimo  Maximo

recimiento Validos Perdidos Estandar
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
Pase6 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

Velocidad de crecimiento: (nUmero células por dia)/ pase

La tabla No.6 Muestra los valores de la velocidad de crecimiento celular obtenidos
a partir de la siguiente formula (No. Células por Dia)/pase lo que nos da una
medida de la capacidad de replicacion de las células. A mayor velocidad, mayor
capacidad de replicacion.

En el pase 1 se obtuvo una mediana de velocidad de crecimiento celular de
17142.86 £ 27014.71 cel/dia con un rango minimo de 2608.70cel/dia y maximo de
127500.00cel/dia.

En el pase 2 se obtuvo una mediana de velocidad de crecimiento celular de
60000.00+ 45788.89cel/dia con un rango minimo de 2857.10cel/dia y maximo de
150000.00cel/dia, los demas valores obtenidos de velocidad de crecimiento celular
en los diferentes pases no se incluyen en la presente descripcion dado que
después del primer pase la capacidad replicativa celular comienza a disminuir
dramaticamente siendo mas notorio a partir del pase numero 4.
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9.2. ESTADISTICOS ANALITICOS

9.2.1. Prueba de Normalidad

Se realiz6 prueba de normalidad a los datos de obtenidos de la enzima
Rgalactosidasa Normalizada (con transformacién logaritmica) de los primeros 7
pases obtenidos de las 29 muestras de tejido superficial de ovario dado que hasta
este punto se obtuvo punto de confluencia celular adecuada, a partir del pase 8 las
células no se replicaron mas de lo esperado por lo tanto aumentaban la
variabilidad del los datos.

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

Como se observa en la tabla No.7 al realizar el test de normalidad de Shapiro-Wilk
(dado que se tiene una n<50) se observa un valor de p en los siete (7) pases
mayor a 0,05 lo que significa que los datos de las muestras se distribuyen
normalmente.

Para el andlisis se excluyeron las variables categoéricas por razones estadisticas
para el estudio como EPS, Fecha de Nacimiento, Peso y estatura, estas ultimas
por que se recodificaron en la variable Indice de Masa Corporal (IMC); en 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 pélvica inflamatoria o alergias y
finalmente aquellas en las que nadie respondio afirmativamente: uso de drogas
inductoras de la ovulacién, protocolos de reproduccion asistida, moduladores de
receptores de estroOgenos y antecedentes personales de cancer.
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Se procedio a realizar el analisis estadistico de las variables categéricas mediante
el uso de pruebas paramétricas, los resultados obtenidos fueron los siguientes:

A continuacién se presenta la gréafica de probabilidad obtenida mediante grafico Q-
Q Plot de las 29 muestras de tejido epitelial de ovario para cada uno de los
primeros 7 pases (subcultivos).

Grafica No. 20 Distribucion normal (Q-Q) de logarit  mo natural beta pase 1
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En la grafica No.20 se observa la distribucién de los valores observados® en las
29 muestras de tejido epitelial de ovario en el pase numero 1, dado que en este
pase primario se obtuvo confluencia en todas las muestras de la poblacion, sin
embargo se observan valores extremos sin embargo su tendencia es lineal y se
ajustan a la recta por lo que se puede observar evidencia de distribucion normal.

% Los valores observados son los obtenidos poatestormacion logaritmica.
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Grafica No. 21 Distribucion normal (Q-Q) de logarit  mo natural beta pase 2
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En la grafica No.21 se observa la distribucion de los valores observados en las 27
muestras de tejido epitelial de ovario en el pase numero 2, dado que en este pase
no se obtuvo confluencia en todas las muestras de la poblacion, sin embargo al
igual que en el anterior pase se observan valores extremos sin que los datos se
alejen de la recta con lo que se tiene evidencia de distribucién normal.

Grafica No. 22 Distribucion normal (Q-Q) de logarit  mo natural beta pase 3
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En la grafica No.22 se observa la distribucion de los valores observados en las 25

muestras de tejido epitelial de ovario en el pase numero 3, dado que en este pase

;._.
=
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no se obtuvo confluencia en todas las muestras de la poblacion, sin embargo
aunque se observan valores extremos estos no se alejan de la recta por lo que
hay evidencia de distribucion normal.

Grafica No. 23 Distribucion normal (Q-Q) de logarit  mo natural beta pase 4

Valores Normales Esperados

Valores Observados

En la gréfica No.23 se observa la distribucién de los valores observados en las 23
muestras de tejido epitelial de ovario en el pase numero 4, dado que en este pase
no se obtuvo confluencia en todas las muestras de la poblacion, sin embargo se
observan valores extremos que no se alejan de la recta y siguen una tendencia
lineal por lo que hay evidencia de distribucion normal.
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Grafica No. 24 Distribucion normal (Q-Q) de logarit  mo natural beta pase 5
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En la grafica No.24 se observa la distribucion de los valores observados en las 23
muestras de tejido epitelial de ovario en el pase numero 5, dado que en este pase
no se obtuvo confluencia en todas las muestras de la poblacién, hay evidencia de
distribucion normal dada la tendencia lineal que siguen dichos valores.

Grafica No. 25 Distribucion normal (Q-Q) de logarit  mo natural beta pase 6
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En la gréfica No.25 se observa la distribucién de los valores observados en las 20
muestras de tejido epitelial de ovario en el pase numero 6, dado que en este pase
no se obtuvo confluencia en todas las muestras de la poblacién, hay evidencia de
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distribucion normal por cuanto los valores siguen una tendencia lineal y no se
alejan de la recta.

Grafica No. 26 Distribucion normal (Q-Q) de logarit  mo natural beta pase 7

Valores Normales Esperades
3

Valores Observados

En la grafica N0.26 se observa la distribucion de los valores observados en las 19
muestras de tejido epitelial de ovario que lograron replicarse hasta el pase nimero
7, dado que en el pase 6 no se obtuvo confluencia en todas las muestras de la
poblacion. Se observa tendencia lineal y no se evidencié de distribucion normal.

9.2.2. Prueba Estadistica

Para analizar la media y la varianza de la expresion de la enzima galactosidasa
en los diferentes cultivos se realizo analisis de medidas repetidas por ANOVA
dado que se contaba con una misma muestra observada en diferentes momentos
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 tamafios de muestra se van disminuyendo considerablemente.

Para todas las pruebas estadisticas se empleo un nivel de significancia p<0,05 y el
programa estadistico SPSS version 17.
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Se plantea la siguiente hipodtesis basada en el comportamiento observado de las
29 muestras de tejido epitelial de ovario respecto a la capacidad replicativa celular

(medida como numero de pases obtenidos) mediante los valores de la actividad de
la enzima RRgalactosidasa normalizada como factor.

Hipdtesis para las medias de  Bgal normalizada

Ho: La media de los valores obtenidos de Bgal normalizada de las muestras en los
7 pases es igual.

Ha: Alguna de las medias de los valores obtenidos de Bgal normalizada de las
muestras en los 7 pases es diferente.

Tabla No. 8 Analisis Multivariado Betagalactosidasa

Efecto Valores F  Hipotesis df Errordf Sig.
Pillai's Trace 638 3813 6,000 13,000 ,021
Wilks' Lambda 362 3813 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. Disefio: Intercepto. Disefio Intrasujetos: Betagal

Se rechazar Ho dado que 0,021 < 0,05, se encuentra diferencia estadisticamente
significativa para concluir que la media de los valores obtenidos de Bgal
normalizada de las muestras en los 7 pases es diferente, o que nos indica que la
senescencia celular en estos es variable.

Se realiz6 comparaciones multiples por Bonferroni sin embargo no se encontro
diferencia entre ninguno de los pases.

Posteriormente se realizo analisis de las diferencias en cuanto a la varianza se
refiere, asi:

74



\

UNIVERS]

Y eV
Un Compromiso con la Excelencia

Usnversman per Rosirio

ZDCES R ——

Hipétesis para las varianzas de las  Bgal normalizada
Ho: Las varianzas de las diferencias entre todas las parejas de los valores de la
betagalactosidasa normalizada son iguales (hay esfericidad).

Ha: Las varianzas de las diferencias entre todas las parejas de los valores de la
betagalactosidasa normalizada no son iguales (no hay esfericidad).

Tabla No. 9 Prueba de Esfericidad Mauchly para Bet agalactosidasa

Epsilon

Efecto Wde  Aprox. Chi- o Si —
Intrasujetos  Mauchly  Cuadrado 9 Greenhouse- Huynh-Feldt Limite
Geisser Inferior

BetagalN 047 48,180 20 000 554 694 167

Dado que 0,000 < 0,05 se rechaza la hipotesis nula de esfericidad y se concluye
gue las varianzas de las diferencias entre todas las parejas de los valores de la
betagalactosidasa normalizada no son iguales (no hay esfericidad).

Con un valor de p mayor que el a establecido (0,05) , se puede concluir que no
hay evidencia estadisticamente significativa para afirmar que alguna de las medias
de los valores obtenidos de Bgal normalizada de las muestras en los 7 pases es
diferente.

Posteriormente se analizé la velocidad de crecimiento celular en los siete (7)
pases para las 29 muestras de tejido epitelial de ovario basados en la siguiente
hipotesis.

Hipétesis para las medias de la velocidad de crecim  iento celular
Ho: La media de los valores obtenidos de velocidad de crecimiento celular de las

muestras en los 7 pases es igual.

Ha: Alguna (s) de las medias de los valores obtenidos de velocidad de crecimiento
celular de las muestras en los 7 pases es diferente.
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Tabla No. 10 Analisis Multivariado de velocidad de crecimiento celular

Efi:to Walo ram F Hipdtemi df Errardf Sig.
Pilki's Trase JHa 55500 BO00 {3,000 005
Inlik ' Lam bda et B B0 {3,000 005

2,561 5.530% 6000 13,000 005
LAalo  Hoteling's Trace i i e

2061 55000 BODD {F,000 005
Roy's Largest Root ! ! ! !

a. Estadisticos E xactos
b. Disefic |nterepto, Disefio Intrasujetos: LNVelo

Se rechaza Ho dado que 0,005 < 0,05, se concluye que alguna de las medias de
los valores obtenidos de velocidad de crecimiento celular de las muestras en los 7
pases es diferente, es decir la capacidad replicativa en algunos de los primeros
siete pases es diferente.

Posteriormente se realiza analisis de las diferencias en cuanto a la varianza se
refiere, asi:

Hipdtesis para las varianzas de la velocidad de cre  cimiento celular
Ho: Las varianzas de las diferencias entre todas las parejas de los valores

obtenidos de velocidad de crecimiento celular de las muestras en los 7 pases es
diferente.

Ha: Alguna (s) de las varianzas de las diferencias entre todas las parejas de los
valores obtenidos de velocidad de crecimiento celular de las muestras en los 7
pases es diferente.

Tabla 12 Prueba de esfericidad de Mauchly para velo  cidad de crecimiento celular

. Epsilon
Efecto Wde Aprox. Chi- df Si
Intrasujetos Mauchly Cuadrado g Greenhouse- Huynh- Limite
Geisser Feldt Inferior
LNVelo ,168 28,187 20 111 1624 ,808 167
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Dado que 0,111 > 0,05 no es posible rechazar la hipotesis nula de esfericidad, no
tengo evidencia estadisticamente significativa para afirmar que al menos una de
las varianzas de las diferencias entre todas las parejas de los valores obtenidos de
velocidad de crecimiento celular de las muestras en los 7 pases es diferente.

Con un valor de p < que el a establecido (0,05), se puede concluir que hay
evidencia estadisticamente significativa para afirmar que alguna (s) de las medias
de los valores obtenidos de velocidad de crecimiento celular de las muestras en
los 7 pases es diferente.

Puesto que la variable velocidad de crecimiento celular mostro diferencias
significativas, se realizo prueba de comparaciones multiples de un solo factor
mediante prueba de ajuste de Bonferroni.

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

0 ) Diferencia Desviacion Diferencia del 1G9
Velocidad  Velocidad Mﬂi“ Em;::m' Sig®  Linite i"""t_e
1 2 1126 22 o 1574 378
3 4222 B 01 224 201
4 1144 AT g5 2193 a5
2 1 1,126 A2 M aTe 1574
7 a09 M 034 42 1776
3 1 1,222 R VR 2244
4 1 1,144 A7 0% 85 2183
B 42 B[ M8 02 1783
7 926 Z:3 M8 a0 1751
B 4 a4 B[ M9 783 .02
7 2 .09 M6 034 776 42
4 g 23 09 1751 102

“yHores sigrificatives a nivel dz 0.05

De acuerdo a la prueba de ajuste de Bonferroni se observa que la velocidad de
crecimiento celular en el pase 1 difiere significativamente con el pase 2, 3y 4 con
intervalos de confianza que no pasan por el cero lo que confirma esta diferencia
de medias.

Es importante resaltar que la velocidad de crecimiento celular es menor en el pase
1 que en el pase 2, el pase 3 y el pase 4 dado que el pase 1 es el que
corresponde al cultivo primario y los pases restantes son los subcultivos lo que
genera que la division celular sea menor por las condiciones iniciales del
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experimento, posteriormente se observa un descenso exponencial de la velocidad
de crecimiento celular a partir del segundo pase a medida que pasan los dias y se
alcanza el punto maximo de confluencia, lo que se confirma con la progresiva
disminucion de la diferencia de medias entre los pases subsiguientes.

El pase 2 muestra diferencia significativa con el 7, siendo mayor la media de la
velocidad de crecimiento celular en el 2 probablemente por ser el primer
subcultivo, lo que nos muestra que a medida que avanza el tiempo (dias) la
velocidad disminuye; asi mismo sucede con el pase 4 que muestra diferencia con
los pases 6y 7 con IC95% que lo confirman.

Los demas pases no muestran diferencias significativas con el resto (entre los
subcultivos).

Posteriormente se establecio la hipétesis principal de trabajo basada en la relacion
existente entre la expresion de la enzima betagalactosidasa como medidor de
sencencia celular de tejido epitelial de ovario y los factores de riesgo identificados
en la literatura como asociados con cancer de ovario.

Para la variable dependiente se cumplio el supuesto de distribucién normal de los
datos mediante trasformacion logaritmica por lo cual se realiza la prueba de
andlisis multivariante, la cual detecto diferencias significativas como se observa
mas adelante.

Tabla No. 13 Prueba de los efectos inter-sujetos

Fuente Variable Suma Media i R cuadrado
Independiente de cuadrados Cuadratica 9: corregido
Estado Civil 6,84 2 342 3,84 0,05 0,27
Método Anti ti
LNBetat étodo Anticonceptivo 10,23 3 3.4 426 0,02 0,36
Consumo de Alcohol 7,14 1 7,14 8,001 0,01 0,29
Embutidos 7,58 2 3,79 489 0,02 0,32
Sistema de Salud 1044 2 522 384 005 027
LNBeta2 ~ Edad Gestacional 1090 2 545 42 004 028
Enlatados 1348 3 449 382 003 0,33
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
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Se realizo analisis multivariado con los valores obtenidos de los 7 primeros pases
en las 29 muestras de tejido epitelial de ovario obteniendo valores significativos en
los pases 1, 2, 3y 5 para las variables observadas en la tabla No.16 (los demas
valores no se reportan en la tabla debido a lo extenso de los resultados obtenidos
y dado que no fueron significativos).

El 66% de la variabilidad de la expresion de la enzima betagalactosidasa se
explica por el tipo de cancer (antecedente familiar) el resto de la variacion la puede
explicar otros factores o el azar.

El resto de las variables reportan valores entre 24 y 36% que explican la
variabilidad de la expresion de la enzima betagalactosidasa para los diferentes
pases (Tabla No.16)

Segun lo anterior, 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 tamafios 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 ninguin
resultado ajustando por Bonferroni.
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Tabla No. 14. Comparaciones PosHoc para andlisis mu  ltivarido

Variable Variables , Comparaciones  Diferencia entre - . %
Dependiente  Independientes Categorias miltiples medias (I-J) ErorTipco - Sig le“.e L|m|.te
Superior  Inferior
L Union Libre Scheffe 174 0,63 0,05 0,00 349
BaoChil - Casta e Boneom 174 08 005 00 348
Senecencia .Me'todo . lgadir Barrera Scheffe 201 0,63 0,05 4,01 0,01
Pase | Anticonceptivo Barrera Bonferonni 2,01 0,63 0,04 -3,9 0,07
Consumo de Nunca Una vezsemana Scheffe -A,76 0,56 0,03 -3,31 0,20
Embutidos Una vezsemana Bonferroni -A,76 0,56 002 -3,30 0,21
Alcohol Nunca Aveces Bonferroni 1,33 A12 012 -2,338 -335
Senecencia  Sistemade Salud  Subsidiado  Vinculado Bonferroni* 4843 673 048 -3,672 -014
Pase 2 Enlatados Nunca  1a3vecesimes  Bonfermoni* 182 585 045 -3622 -030
Gastrico Otro Schefe 454 0,388 0,02 -2,86 0,21
Senecencia Tipo de Cncer Seno Otro -189 044 0,02 -341 -0,36
Pase 5 Gastrico Otro Borfertri 454 0,388 0,02 284 023
Seno Otro -1.89 044 0,01 -3,39 0,38

* Ajustando el IC95% por efectos principales de Bonferroni

Para las variables sistema de salud, consumo de alcohol y de enlatados se realizo
ajuste del 1C95% por Bonferroni dado que los tamafos de muestra eran reducidos
(Tabla No.17.).

En el analisis Pos-Hoc mediante la prueba de Bonferroni, para la variable estado
civil, el estar en union libre reporta un valor promedio menor en la expresion de la
enzima betagalactosidasa que en las mujeres casadas con una a < 0,05, sin
embargo al realizar comparaciones multiples por Sheffe el intervalo de confianza
cae en el cero (0), por lo tanto no es posible asegurar que existe una diferencia de
medias significativa.

Para la variable método anticonceptivo, usar métodos de barrera reporta un valor
promedio mayor en la expresién de la enzima betagalactosidasa que en las
mujeres que se realizaron ligadura de trompas

Haber consumido embutidos una vez por semana, reporta un valor promedio
mayor en la expresion de la enzima betagalactosidasa que nunca haber
consumido.
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En cuanto al consumo de alcohol se encontré que las mujeres que consumian a
veces reportaban un valor promedio mayor en la expresion de la enzima
betagalactosidasa que en las mujeres que nunca consumieron.

Para la variable sistema de salud, pertenecer al régimen subsidiado reporta un
valor promedio menor en la expresion de la enzima betagalactosidasa que las
mujeres que no tienen ningun régimen de salud (vinculadas).

Haber consumido enlatados de 1 a 3 veces al mes, reporta un valor promedio
mayor en la expresion de la enzima betagalactosidasa que nunca haber
consumido.

Entre los antecedentes familiares positivos para cancer se encontré diferencia
estadisticamente significativa para el tipo de céancer sufrido por alguno de los
familiares (se desconoce el grado de consanguinidad).

Tener otro tipo de cancer reporta un valor promedio mayor en la expresion de la
enzima betagalactosidasa que las mujeres con antecedentes familiares de cancer
de seno o gastrico.

Dentro de los otros tipos de cancer no codificados para el analisis se encontraron:
préstata (2), colon, pancreas, pulmon, linfoma, leucemia y hepatico.
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10. CONCLUSIONES

La edad promedio de las 29 donantes de tejido epitelial de ovario fue de 39.55
19,63, teniendo presente que dos mujeres tenian mas de 50 afios, la cual es la
edad identificada como de riesgo para desarrollo de cancer de ovario en la
presente investigacion se tiene que el 58,6% estan en edades comprendidas entre
los 31y 45 afos, del total de muestras se obtuvo un méximo de 11 pases en una
de las muestras, sin embargo, 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 andlisis, de ahi en adelante la capacidad replicativa celular
disminuyo considerablemente, el pase o cultivo 1 fue donde las 29 muestras del
tejido epitelial de ovario mostraron su punto maximo de confluencia con una
mediana® de 38925.33 + 1.17 RLU.

Con un valor de p 0,005 se encontr6 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 (IC95%: -1,776, -0,042), con lo
gue 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.

Respecto a la senescencia celular medida mediante la expresion de la enzima
betagalactosidasa en relacion con los factores de riesgo para cancer de ovario se
encontro lo siguiente:

1.- 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 ovéarico
en las mujeres del estudio.

2.- Se establecio una asociacion entre el no tener ningan régimen de afiliacion en
salud (vinculado) y una mayor expresion de Bgal Normalizada.

% Se toma la mediana dado que es una medida dentgagentral que no se deja afectar por los valextemos y los datos obtenidos
en el presente estudio tienen una alta variabilidad
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3.- El consumo de embutidos de 1 a 3 veces por semana se asocio a una mayor
expresion de Bgal Normalizada.

4.- El uso de métodos de barrera como método anticonceptivo se asocid a una
mayor expresion de Bgal Normalizada.

5.- Existe asociacion entre una mayor expresion de Pgal Normalizada y el
consumo de enlatados 1 a 3 veces por semana en las mujeres sometidas a
estudio.

6.- Se encontrd asociacion entre el consumo de alcohol y una mayor expresion de
Bgal Normalizada como marcador de senescencia celular de tejido epitelial ovarico
en las mujeres del estudio.
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11. DISCUSION

Se logro establecer que existe relacion entre una mayor expresion de la enzima
Rgalactosidasa normalizada, la cual refleja la tasa de envejecimiento celular in
vitro (Chuaire, Et al,2009) y los factores de riesgo reconocidos para cancer de
ovario tales como consumo de embutidos, enlatados, alcohol, sistema de salud,
uso de métodos de barrera como métodos anticonceptivos y otros tipos de cancer
familiares, en los diferentes fases del crecimiento celular, sin olvidar que aunque
no se encontrd0 asociacion con la edad de las donantes, la senescencia es
antitumorigénica solo a edades tempranas, mientras que en las avanzadas es
protumorigénica, pues cuando hay mucha acumulacién de células senescentes en
un tejido, éstas cambian su perfil senector por otro diferente en el que producen
sustancias que afectan a las células vecinas, lo que puedellevar a la
transformacion tumoral.

Los resultados de la segunda fase del estudio TRF2 mostraron que la actividad [3-
galactosidasa puede ser considerada como marcador de senescencia replicativa
del epitelio superficial del ovario a pH 6 y que a su vez 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. Sin embargo, Lee et al en
2006°° demostraron que la SA-B-gal esta codificada por el gen GLB1 (gen de la B-
galactosidasa lisosémica) y que aunque los niveles de la enzima aumentan
durante el estado senescente, su actividad no es indispensable para el inicio de
dicho estado (Chuaire, Et al,2009).

A pesar de que en los ultimos afios se han realizado estudios acerca del cancer de
ovario para establecer su etiopatogenia, se requieren mayores esfuerzos en la
investigacion que incluyan analisis fundamentados en establecer los cambios
moleculares en mujeres sometidas a factores de riesgo para esta enfermedad que
hagan posible la identificacion precisa de estos, de este modo se facilitara el
hallazgo de formas de prevencién mas potentes, no sélo con un efecto sobre el
tratamiento significativo, sino ademas con el interés en promocionar cambios en
los habitos y estilos de vida modificables que permitan una mejor aproximacion al
conocimiento del cancer derivado del epitelio superficial del ovario.

% KURZ DJ, DECARY S, HONG Y, ERUSALIMSKY JD. Senesce-associated (beta)-galactosidase reflects agaise in lysosomal
mass during replicative ageing of human endothedis.J Cell Sci2000; 113:3613-3622.
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Es importante tener en cuenta que las altas tasa de mortalidad reportadas por esta
patologia al momento del diagnostico indican que la deteccion temprana es un
factor fundamental para reducir la mortalidad por esta enfermedad y, por lo tanto,
el cancer de ovario podria ser un potencial candidato para un rastreo de rutina,
teniendo en cuenta que se ha postulado que el aumento en la actividad SA-B-gal
esta asociado con la acumulacion de material no degradable en el compartimento
lisosémico, como son las moléculas producto de dafio oxidativo o la liposfuscina, y
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, debido a que afectan tanto la via autofagica como la formacion de
autofagolisosomas, mecanismos responsables de la renovacidon de los organelos
intracelulares y de la digestion de agregados proteicos (Chuaire, Et al,2009).

Sin embargo, la efectividad del rastreo de céncer de ovario en las mujeres
asintomaticas utilizando los métodos actuales disponibles, como el examen
pélvico, la ecografia transvaginal y el dosaje de marcadores oncoldgicos no ha
sido establecida, y existen opiniones diferentes entre las distintas organizaciones
sobre la recomendacion del rastreo de esta enfermedad lo que abre nuevos
caminos a la investigacion a nivel celular con tamafios de muestra adecuados y
tipos de investigaciones que encuentren asociaciones causales para esta
patologia.

Es importante resaltar que con la estrategia de busqueda en la literatura cientifica
ya mencionada, no se encontraron investigaciones que estudien la
betagalactosidasa como marcador de la senescencia celular en el tejido epitelial
de ovario en relacion con factores de riesgo asociados con algun tipo de céancer
ovarico por lo que la presente investigacion se considera novedosa.
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