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NIVELES DE ESTRADIOL EN NINOS Y JOVENES Y SU RELACION CON
GENERO, EDAD, PRESION ARTERIAL, LIPIDOS PLASMATICOS Y
POLIMORFISMO Xbal DEL RECEPTOR DE ESTROGENOS

ABSTRACT

Introduccién: La identificaciéon de factores de
riesgo para las enfermedades cardiovasculares
(ECV) puede ayudar a prevenir su desarrollo.
Las hormonas esteroides a través de sus
receptores y las variaciones genéticas influyen
sobre el metabolismo de los lipidos y la presién
arterial, entre otras funciones. Métodos: Estudio
descriptivo realizado en nifios y adolescentes
entre 8 y 18 afios de edad. Objetivo: Determinar
los niveles de estradiol y su relacién con género,
edad, presion arterial, lipidos plasmaticos y
polimorfismo Xbal del receptor de estrégenos.
Resultados: No se encontroé relacién estadistica
entre el polimorfismo Xbal y las concentraciones
de estradiol, pero si entre el polimorfismo
y el perfil lipidico, de igual manera entre
las concentraciones de esta hormona con
triglicéridos y c-VLDL. Conclusién: Este trabajo
evidencia la relacién entre niveles de estrégenos,
edad, presion sanguinea y lipidos plasmaticos,
de igual forma demuestra una relacion entre
polimorfismo Xbal del ESR1 y los niveles de
lipidos.

Key words: estrégenos, polimorfismo genético,
lipidos, estradiol, presién arterial, indice de
masa corporal.

) Johanny Aguillon Osma!
Angela Maria Bedoya Blandon?
Nelsy Loango Chamorro3
Patricia Landazuri*

ESTRADIOL LEVELS IN CHILDREN
AND YOUNG ADOLESCENTS
AND ITS RELATION WITH
GENDER, AGE, BLOOD PRESSURE,
PLASMATIC LIPIDS AND
POLYMORPHISM Xbal OF
ESTROGENS RECEPTOR

RESUMEN

Introduction: The identification of risk factors
for cardiovascular diseases (CVD), can help
to prevent their development. The steroid
hormones, through their receptors and genetic
variations, influence the lipids metabolism and
blood pressure among other functions. Methods:
a descriptive study carried out with children
and adolescents between 8 and 18 years old.
Objective: To determine levels of estradiol
and its relationship with gender, age, blood
pressure, plasmatic lipids and polymorphism
Xbal of the estrogens receptor. Results: No
statistical relationship between polymorphism
Xbal and concentrations of estradiol was found,
but it was found between polymorphism and
lipid profile and, in the same way, between the
concentrations of the hormone and triglycerides
and VLDL-c. Conclusion: This work shows a
relationship between estrogen levels, age, blood
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pressure and plasma lipids as well as it shows
a relationship between Xbal polymorphism of
ESR1 and lipid levels.

INTRODUCCION

Las hormonas sexuales (testosterona y estradiol),
en especial este ultimo, desempefian un papel
importante en la fisiologia normal y patolégica
del organismo humano. Hay abundante
evidencia que muestra que el impacto de los
estrogenos va mas alld de las gonadas y se
extiende ala fisiologia del sistema cardiovascular,
esquelético, 6seo, nervioso, presiéon sanguinea,
sistema inmune y metabolismo de los lipidos,
entre otros (1-4). Es reconocido que existen
diferencias de sexo en el efecto de las hormonas
esteroides sobre estos y otros sistemas y que estas
diferencias se manifiestan desde edades muy
tempranas y se mantienen alo largo dela vida de
hombres y mujeres (1). El estradiol, el principal
estrogeno, es tal vez la mas potente y simple
molécula en los humanos; se le ha demostrado
un sinndmero de acciones sobre casi todos
los 6rganos y sistemas del cuerpo a través de
muchas vias. Entre otras, se ha referenciado que
el estradiol tiene efecto cardioprotector no solo
por su acciéon en el metabolismo de los lipidos
(5-7), sino también por su modulacién sobre
el endotelio (8, 9). También se ha relacionado
con sistemas que regulan la presién sanguinea
(10, 11). En las mujeres el efecto cardioprotector
de los estrégenos y la modulacién sobre la
presién sanguinea, se pierde cuando sellega ala
menopausia (12), donde los niveles de estradiol
son muy bajos.

Los estrégenos ejercen su accion a través de dos
tipos de receptores: receptores de estrégenos alfa
(ESR1) y receptores de estrégenos beta (ESR2)
(4, 9, 13), los cuales son traslocados al ntcleo y
regulan la expresion de genes blanco a través
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de diversos mecanismos, llamados mecanismos
gendmicos, que son lentos; pero los estrégenos
también pueden actuar mas rapido a través de
mecanismos no gendémicos que involucran vias
de sefalizacion celular (14, 15). Ambos tipos de
receptores tienen isoformas o polimorfismos
que exhiben diferentes modelos de expresion
y funcién en los tejidos (5). El gen receptor de
estrogenos ESR1 estéd constituido por 140 kb de
ADN, distribuidos en ocho exones que codifican
para una proteina dcida de 595 aminoacidos de
un peso molecular aproximado de 66 KDa (16).
Varios polimorfismos de nucleétido tinico (SPN)
han sido identificados en el ESR1, aunque el
mejor caracterizado es el polimorfismo Xbal, el
cual es identificado por la enzima de restricciéon
Xbal. Este estd localizado en el primer intrén del
gen ESR1; el sitio de restriccién involucra una
transiciéon de una A por una G en la posiciéon
351 (17, 18).

Varios estudios han demostrado que la variacién
genética de los receptores de estrogenos esta
asociada con las enfermedades cardiovasculares
en ambos sexos (3, 8, 9). Estos receptores
de estrégenos pueden modular el riesgo
cardiovascular indirectamente a través de las
alteraciones del metabolismo de los lipidos y la
glucosa (19-21), o directamente a través de sus
efectos sobre el endotelio (8, 11).

Siendo que los estrégenos ejercen acciones sobre
el sistema cardiovascular, se hace necesario
identificar en nifios y adolescentes, como
estrategia de prevencién, las relaciones de los
niveles de esta hormona con factores como
lipidos plasmaéticos y presiéon sanguinea que
predisponen al desarrollo de la enfermedad
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cardiovascular (22, 23). La identificacién de
factores de riesgo cardiovascular en edades
tempranas puede ayudar a prevenir el desarrollo
de estas enfermedades en la edad adulta.

El objetivo de este estudio fue analizar en nifios,
nifias y adolescentes de diferentes grupos
de edad, la posible relacién entre los niveles
plasmaticos de estradiol, la presion sanguinea,
los lipidos y el polimorfismo del ESRI.

MATERIALES Y METODOS
Tipo de estudio

Estudio descriptivo de corte transversal, con
una muestra representativa de la poblacion
escolarizada del departamento del Quindio
(escolares de 8-18 afios). La seleccion se establecié
por conglomerados de colegios publicos,
mediante un muestreo aleatorio simple.

Se excluyeron del estudio los escolares que en
el momento de la toma de muestra presentaron
endocrinopatias o enfermedades crénicas
o agudas. El consentimiento informado fue
firmado por los padres o adultos responsables
de los escolares. La investigacion fue aprobada
por el Comité de Bioética de la Universidad del
Quindio.

Determinaciones bioquimicas

Las muestras de sangre se tomaron por
venopuncién en un tubo sin anticoagulante
para la obtencién del suero y un tubo con
EDTA para la extracciéon del ADN. Los niveles
de estradiol en suero se midieron con el kit
Estradiol (E2) Enzyme Immunoassay Test
(BioCheck). Brevemente, el ensayo se realiz6
en placa de 96 pozos, se adicionaron 100 pl
del reactivo conjugado de estradiol-HPR en
cada pozo, luego se adicionaron 50 ul de anti-
estradiol (E2), se mezclé durante 30 segundos
y se incub6 a temperatura ambiente durante 90
minutos. Después se lavé cinco veces con agua
destilada y se adicionaron 100 pl del reactivo

TMB, luego se incub6 a temperatura ambiente
durante 20 minutos; la reaccion fue detenida
adicionando 100 pl de solucién Stop, para leer
a 450 nm. El perfil lipidico se cuantificé por
métodos enzimaticos colorimétricos estandar de
lalinea Sera-Pak® Plus (Bayer S.A.), siguiendo el
protocolo propuesto por el fabricante.

Polimorfismo Xbal del receptor de estrégenos

La extraccion del ADN se realizé utilizando
el kit Wizard Genomic DNA Purification.
Siguiendo las indicaciones del fabricante.
El polimorfismo Xbal del gen receptor de
estrogenos ESR-1 fue amplificado por PCR
durante 35 ciclos; utilizando las siguientes
condiciones: desnaturalizacién a 94°C por
30 segundos, el alineamiento a 61°C por 40
segundos y la extension a 37°C por 90 segundos
(24); usando las siguientes secuencias de Primers:
Forward CTCTACATGTTCCTAAAGAGG* y
Reward *CGATTATCTGAATTTGGCCTGG®".
La visualizacién del producto de PCR se realizé
en un gel de agarosa al 2%, esperando como
resultado una banda de 596 pb.

Luego, este producto de PCR fue digerido con
la enzima de restricciéon Xbal. Se tomaron 5 ul
del producto amplificado, se le afhadieron 2 pl de
buffer y 0,5 ul de la enzima de restricciéon Xbal;
las muestras fueron incubadas a 37°C durante
40 minutos. Los resultados de la digestion
fueron visualizados en geles de agarosa al
2%. La presencia de dos bandas con tamarios
moleculares de 226 pb y 370 pb indicaba un
homocigoto para el genotipo AA; la presencia de
tres bandas de 226 pb, 370 pb y 596 pb indicaba
un individuo heterocigoto con un genotipo
AG y la presencia de una sola banda de 596 pb
indicaba un individuo homocigoto para el alelo
normal con un genotipo GG (24).

Analisis estadistico
El anéalisis estadistico se realiz6 utilizando

SPSS v.18.0. Se determiné la normalidad de
las variables cuantitativas mediante la prueba
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de Kolmogorov-Smirnov. Para las frecuencias
genotipicas del polimorfismo se realiz6 una
prueba de Chi cuadrado. Se relacionaron las
diferentes variables clinicas (perfil lipidico,
presion arterial, indice de masa corporal) con los
niveles de estradiol en suero y el polimorfismo
Xbal del gen ESR-1 asi como el polimorfismo
Xbal con las concentraciones de estradiol usando
la prueba de Kruskal-Wallis y correlacion de
Pearson, y para las variables con distribucién
normal se aplic6 un modelo lineal general. Se
asume como valor estadisticamente significativo
cuando el valor p <0,05.

RESULTADOS
Caracteristicas generales de la poblacién

La muestra poblacional total estudiada fue
de 213 escolares, de los cuales 89 eran nifios
(41,8%) y 124 nifas (58,2%). En la Tabla 1 se
describen las variables generales de estudio en
la poblacién, evidenciando una edad promedio
de 13 afios, el indice de masa corporal dentro de
los rangos normales para la edad, al igual que
la presién arterial. En cuanto al perfil lipidico,
el colesterol total, triglicéridos, VLDL y LDL,
fueron normales segtin los valores de referencia
internacional (25), pero los valores del HDL
fueron bajos.

Tabla 1. Caracteristicas generales de la poblacion de estudio

Variable Media I.C 95% Rango (Min - Max)
Edad (afios) 13,4 (13,03 - 13,78) (8-18)
Indice de masa corporal (kg/m?) 19,01 (18,6 - 19,6) (11,3 - 33,65)
Presion sistolica (mmHg) 97,95 (95,96 - 99,94) (60-137)
Presiéon diastélica (mmHg) 64,5 (62,77 - 66,22) (40-128)
Colesterol (mg/dl) 150,0 (145,5 - 154,5) (90 - 351)
Triglicéridos (mg/ dl) 107,5 (98,8 - 116,03) (28 - 410)
c¢-HDL (mg/dl) 36,95 (35,78 - 38,3) (22-72)
c-VLDL (mg/dl) 21,36 (19,7 - 23,0) (6-77)
c-LDL (mg/dl) 91,62 (83,3-96,1) (12 - 298)
Niveles de estradiol (pg/ml) 89,72 (86,5-93,0) (61 -219)

Niveles de estradiol y variables bioquimicas,
fisiol6gicas y antropomeétricas

Se encontraron diferencias significativas entre
las concentraciones de estradiol en suero con
respecto al género (p = 0,00), observandose
concentraciones mds altas de estradiol en las nifias
(91,86 pg/ml) que en los nifios (78,39 pg/ml).
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Por otro lado, se encontré que las concentraciones
de estradiol aumentan con la edad de los nifios y
adolescentes (p = 0,0001), esta diferencia es mas
notable entre el grupo de nifios menores de 10
afios y los otros dos grupos (Figura 1).
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Figura 1. Relacion de las concentraciones de estradiol en suero con los rangos de edades.

Con respecto a las concentraciones de estradiol
ensuero y los componentes del perfil lipidico, se
observo una relacién inversamente proporcional
y estadisticamente significativa entre estradiol,

triglicéridos y el c-VLDL (Tabla 2). Sin embargo,
los niveles de estradiol en suero solo explican
el 5% de la variabilidad de los niveles de los
triglicéridos y el c-VLDL.

Tabla 2. Relaciéon entre las concentraciones de estradiol con el perfil lipidico y la presién arterial

Estradiol en suero

Variables Tipo de relacion Valor p
Colesterol No se evidencio 0,984
Triglicéridos Inversa 0,002*
c-HDL No se evidenci6 0,380
c-LDL No se evidencid 0,134
c-VLDL Inversa 0,001*
Edad Directa 0,0001*
Presion arterial sistdlica Directa 0,001*
Presién arterial diastolica Directa 0,005*
IMC Directa 0,016*

* Relacién estadisticamente significativa entre las variables, con p-valor <0,05.

Porotrolado, losresultados muestran una relacion
directamente proporcional y estadisticamente
significativa entre concentracién de estradiol y
la presién arterial sist6lica y diastélica (p = 0,001

y p = 0,005, respectivamente); la variacién en la
presion arterial sistolica fue explicada solo en
un 10% por la variable predictora (niveles de
estradiol).
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Finalmente, la relaciéon de los niveles de estradiol
con el IMC es estadisticamente significativa
(p = 0,016), siendo esta relaciéon directamente
proporcional.

Polimorfismo Xbal del receptor ESR1

La Tabla 3 describe la frecuencia de cada
genotipo y alelo en la poblacién. Los datos
muestran que la poblacién no esta en equilibrio
Hardy-Weinberg para el polimorfismo Xbal
del gen del ESR1, (X2 = 83,83); valor que no se
encuentra dentro del rango de aceptacion.

Tabla 3. Distribucion alélica y genotipica del polimorfismo Xbal del receptor ESR1
en la poblacién

Alelos No. de alelos Frecuencia alélica
A 179 42%
G 247 58%
Genotipos No. de individuos Frecuencias genotipicas
AA 7 3,3 %
AG 164 77,0%
GG 42 19,7%
Total 213 100%

Niveles de estradiol y polimorfismo Xbal

Los resultados muestran que no hay relacion
entre niveles de estradiol y polimorfismo Xbal

(p = 0,97); sin embargo, los niveles mas altos
de estradiol se presentaron en individuos
portadores del genotipo GG (Tabla 4).

Tabla 4. Relacion del polimorfismo Xbal con los niveles de estradiol

Genotipo Niveles de estradiol (pg/ml) Valor p
AA 86,6+20,7
AG 89,5+22,8 p=097
GG 90,9+29,1

Polimorfismo Xbal y perfil lipidico

La Figura 2 muestra la relaciéon entre los
genotipos del polimorfismo Xbal del receptor
ESR1 y los pardmetros del perfil lipidico. Se
encontraron diferencias significativas en los
niveles de triglicéridos y c-VLDL con respecto
a los genotipos del polimorfismo (p = 0,016
y p = 0,015, respectivamente); los individuos
con genotipo AA presentaron los valores més
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altos de los dos tipos de lipidos. El analisis,
usando un modelo lineal generalizado para
relacionar el polimorfismo Xbal del receptor
ESR1 con cada uno de los componentes del
perfil lipidico, mostré que el polimorfismo Xbal
no afecta los niveles de c-LDL. Sin embargo, las
variables como colesterol total, triglicéridos,
c-HDL y c-VLDL fueron influenciadas por el
polimorfismo del gen receptor de estrégenos.
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Figura 2. Relacién del polimorfismo Xbal con los niveles de CT, triglicéridos, c-VLDL y c-HDL.

DISCUSION

En este trabajo se investigaron los niveles de
estradiol y su relacion con el género, la edad,
la presion arterial, los lipidos plasmaticos y el
polimorfismo Xbal del gen del receptor ESR1
de estrégenos.

El presente trabajo evidencié diferencias en
la concentraciéon de estradiol por género, de
manera que las nifias tenian mayores niveles
de la hormona que los nifios; hay evidencia
de que los niveles de estradiol son muy bajos
antes del inicio de la pubertad tanto en nifios
como en nifias, pero adn en esta etapa los nivel
de esta hormona son mas altos en las nifias que
en los nifos; en la pubertad estas diferencias
se acrecientan entre ambos sexos (26-30) y
permanecen hasta que la mujer alcanza la
menopausia, donde los niveles de estrégenos
disminuyen significativamente (31) hasta ser
similares a los de los hombres.

De igual forma, en este trabajo se evidenciaron
diferencias en la concentracion del estradiol
con la edad, aumentando significativamente a

medida que aumentaba la edad de los grupos,
pero siendo menor la diferencia entre los grupos
de 11-14 y 15-18 afios, edad en la que se ha
alcanzado y pasado la pubertad (28, 32). Estos
datos también confirman resultados previos
que describen un aumento de estradiol con la
edad hasta alcanzar sus niveles de adulto en la
preadolescencia y adolescencia (26), para volver
a cambiar en la mujer en la menopausia (29, 31),
donde los niveles de estradiol disminuyen hasta
alcanzar valores muy similares a los niveles
en hombres (31). Se conoce que los estrégenos
a través de sus receptores ejercen efectos
importantes en los 6rganos reproductivos y en
otros 6rganos y sistemas en hombres y mujeres
(1); los niveles de estrégenos en sangre son
responsables de la mayoria de las diferencias
de género, especialmente en embriogénesis
(33), pubertad y adolescencia (28), de alli que
lo niveles plasméticos de estrégenos estén
relacionados con el ciclo vital de humanos y
mamiferos (26, 27, 29).

Esta investigacién también encontré una relacion
directa entre niveles de estrégenos y presion
arterial sistélica y diastélica. En un trabajo
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anterior Landazuri et al. (34) habian descrito un
aumento de la presion sistélica y diast6lica con la
edad en nifios, nifias y adolescentes de los mismos
rangos de edad, que los del presente estudio;
sin embargo, en ese trabajo no se midieron los
estrégenos, pero podria asumirse que si los
estrogenos aumentan con la edad (presente
trabajo) y la presion aumenta con la edad (34),
exista una relacién directa entre estrégenos,
edad y presion. Asi se conoce que hombres y
mujeres comienzan la pubertad entre 9 y 12 afios
(32, 35) y que este periodo estd acompafado
por un incremento en las hormonas sexuales,
testosterona en hombres y estradiol en mujeres
(32), estas hormonas influyen sobre diversos
sistemas que regulan presion arterial como el
sistema renina angiotensina aldosterona (23, 36),
y la osmolaridad, entre otros (37); ademas los
estrégenos ejercen efectos directos sobrelas células
vasculares del musculo liso, también inhiben la
proliferacién celular e inducen la vasodilatacion
mediante la regulacién de la permeabilidad iénica
de la membrana y la modulacién de factores de
relajacion derivados del endotelio (10, 11). Se han
identificado receptores de estrégenos funcionales
en células de masculo liso vascular y también se
han demostrado sitios especificos de unién de
estrégenos en el endotelio (5); por tal motivo, no
es sorprendente que en este trabajo se encontrara
una relacién directa entre estrégenos y presion
arterial sistolica y diast6lica.

Este trabajo también muestra una relacién de
los niveles de estrégenos con los triglicéridos y
las VLDL, una lipoproteina rica en triglicéridos.
Aqui, se observé que los individuos con
concentraciones altas de estradiol mostraban
concentraciones bajas de triglicéridos y c-VLDL.
Evidencia cientifica muestra que los estrégenos
tienen una amplia variedad de efectos sobre el
perfil de lipidos en hombres y mujeres (19, 21), y
se describen cambios significativos en los niveles
de lipidos en suero y de lipoproteinas durante
la pubertad (38-41).

Al respecto de niveles de estradiol y lipidos en
edultos, Brynhildsen y Hammar (19) demostraron
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que en mujeres que tomaban una combinacién
de estradiol/noretisterona, después de 24
semanas, el CT, lalipoproteina a, Lp(a) y c-VLDL
disminuyeron significativamente, mas que en las
que tomaban placebo. Similar a lo encontrado
en el presente estudio, excepto por la Lp(a)
que no fue medida. Por otro lado, se conoce
que un papel importante de los estrégenos,
tanto end6genos como exdgenos es elevar las
concentraciones de c-HDL y disminuir las
concentraciones de c-LDL (42, 43), a través de
un mecanismo que aumenta, por un lado, la
captaciéon de LDL (43) y por otro lado el ARN
mensajero de los receptores de c-LDL (42-44),
aunque en el presente trabajo no se evidencié
efecto sobre c-HDL y c-LDL. Sin embargo,
es de anotar que los estudios anteriormente
descritos se han hecho sobre poblacién adulta
con enfermedad o cambios hormonales y que
la relaciéon entre hormonas esteroides y el
metabolismo lipidico en nifios y adolescentes
puede ser diferente, como lo demostré un
estudio reciente (45) en el que se encontré
que el nimero y tamafio de las lipoproteinas
estdn mas fuertemente relacionados con la
estructura y la funcion vascular que los lipidos
tradicionales en adolescentes que en adultos, y
su medicion puede ser mejor predictor de riesgo
cardiovascular en adolescentes que en adultos.

Por otro lado, en este trabajo también se evaluo
el efecto del polimorfismo del receptor de
estrogenos sobre los lipidos plasmaticos, pues
hay controversia sobre esta influencia; asi,
varios estudios han mostrado una relacién entre
los polimorfismos Xbal y Pvull y los lipidos
plasmaticos, y otros no (5, 17, 46, 47). En el
presente estudio se encontré relacién entre el
polimorfismo y los triglicéridos y el c-VLDL.
Al respecto, la evidencia muestra que el efecto
de las mutaciones en los receptores depende de
los grupos étnicos, la edad y el género. En un
estudio multiétnico/ multirracial de mujeres
caucésicas de edad media en Estados Unidos,
no se encontrd asociacion entre ESR1 y niveles
de lipidos (48). Mientras en un estudio con
mujeres chinas se encontré asociacion entre los
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polimorfismos Xbal y Pvull con CT y c-LDL
(49). Aunque el presente estudio no mostré
una relacién entre los niveles de estradiol y el
polimorfismo, similar a lo reportado en otros
estudios de poblaciones brasileras (50) y chinas
(51), si se evidencié una relacion inversa entre los
niveles de estradiol, los triglicéridos y c-VLDL,
y de estos dos dltimos con el polimorfismo del
receptor. Si bien es posible que las mutaciones
en el receptor no modifiquen los niveles de
estrogenos, pues estos dependen de su sintesis
y metabolismo, si es posible que el polimorfismo
del receptor modifique los niveles de lipidos a
través de mecanismos en las vias de sefializacion,
que modifican la transcripcién de enzimas y
proteinas que median el metabolismo de las
lipoproteinas (38, 44).

Este estudio presenta varias limitaciones, una
de ellas es que no tuvo en cuenta las variaciones
de estradiol con el ciclo hormonal en las nifias,
principalmente en aquellas de los dos dltimos
grupos (10-14 y 15-18 afios). Otra limitaciéon es la

conocida influencia sobre los niveles end6genos
de hormonas sexuales que tienen factores
ex6genos como pubertad precoz, o disruptores
endocrinos presentes en la dieta diaria (32), que
tampoco fueron considerados en este trabajo.

En conclusién, este trabajo evidencia la relacién
entre niveles de estrégenos, edad, presion
sanguinea y lipidos plasmaticos, de igual forma
demuestra una relaciéon entre el polimorfismo
Xbal del ESR1 y los niveles de lipidos. Aunque
se requieren mas estudios para evidenciar los
mecanismos que expliquen estas relaciones.
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