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Densidad mamaria y su asociaciéon con el polimorfismo del gen del
receptor de estrogenos alfa (REa) Pvull y Xbal

Blanca Murillo Ortiz,* Elva L Pérez Luque,* Juan Manuel Malacara*

RESUMEN

Objetivo: estudiar la influencia del gen REa en la densidad mamogréfica.

Pacientes y método: se estudiaron 87 mujeres (49.8 + DE 6.12 afios de edad). Se obtuvo el indice de masa corporal (IMC) y una muestra
de sangre en ayuno para la determinacion de hormonas y extraccién del ADN. La genotipificacion mediante PCR y las endonucleasas de
restriccion Pvull y Xbal. La densidad mamografica fue asignada por el radidlogo con tres categorias: grasa, intermedia y densa.
Resultados: la densidad mamogréfica se relacion6 de manera significativa con las concentraciones de estradiol (p=0.04), estrona
(p=0.04), y FSH (p=0.02). EI IMC no se asoci6 con el genotipo Pvull y Xbal; sin embargo, se vinculé marginalmente con la densidad
mamaria (p=0.06).

Conclusiones: no se demostré a satisfaccion la concomitancia entre las variantes alélicas del genotipo del receptor de estrogenos alfa
y la densidad mamaria.

Palabras clave: densidad mamaria, polimorfismo del gen del receptor de estrogenos alfa.

ABSTRACT

Objective: To study the influence of ER-a on mammographic density.

Material and methods: We selected 87 healthy women (age 49.8 + S.D. 6.12 years). We obtained the body mass index (BMI), and a fasting
blood sample for hormone determinations and DNA extraction. ER-a genotyping was carried out by PCR and digestion with a Pvull and Xbal
restriction endonucleases. Mammographic density was assigned by the radiologist used three categories of fatty, average and dense.
Results: Mammographic density was significantly associated with estradiol (p=0.04), estrone (p=0.04), and FSH (p=0.02).The BMI was
not associated with Pvull and Xbal genotypes and marginally with mammographic breast density (p=0.06).

Conclusions: We did not observe compelling evidence of an association between variant alleles of genotypes estrogen receptors alpha
and breast density.

Key words: mammography breast density, genotypes estrogen receptors alpha.

RESUME

Objectif : étudier l'influence du géne REa dans la densité mammographique.

Patients et méthode : on a étudié 87 femmes (agées de 49.8 + DE 6.12 ans). On a obtenu I'indice de masse corporelle (IMC) et une prise
de sang a jeun pour la détermination d’hormones et I'extraction d’ADN. La génotypification au moyen de la PCR et les endonucléases de
restriction Pvull et Xbal. La densité mammographique a été assignée par le radiologue avec trois catégories : graisse, interméde et dense.
Résultats : la densité mammographique a été rattachée de fagon remarquable aux concentrations d’cestradiol (p = 0.04), cestrone (p =
0.04) et FSH (p = 0.02). L'IMC n’'a pas été associé au génotype Pvull et Xbal ; cependant, il a été lié de forme marginale a la densité
mammaire (p = 0.06).

Conclusions : il n’a pas été démontré a volonté la concomitance entre les variantes alléligues du génotype du récepteur d'cestrogénes
alpha et la densité mammaire.

Mots clé : densité mammaire, polymorphisme du gene du récepteur d’cestrogenes alpha.

RESUMO

Objetivo: estudar a influéncia do gene REa na densidade mamogréfica.

Pacientes e método: estudaram-se 87 mulheres (49,8 + DE 6,12 anos de idade). Obeteve-se o indice de massa corporea (IMC) e uma
mostra de sangue em jejum para a determinagdo de hormdnios e extracéo do ADN. A genotipificagcdo mediante PCR e as endonucleases
de restricdo Pvull e Xbal. O radiélogo assignou a densidade mamogréafica com trés categorias: gordura intermédia e densa.
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Resultados: Relacionou-se significativamente a densidade mamografica com as concentracdes de estradiol (p=0,04), estrona (p=0,04),
e FSH (p=0,02). O IMC néo se associou com o genotipo Pvull e Xbal; contudo, vinculou-se marginalmente com a densidade mamaria

(p=0,06).

Conclusdes: ndo se demonstrou plenamente a concomitancia entre as variantes alélicas do genétipo do receitor de estrogénios alfa e a

densidade mamaria

Palavras chave: densidade mamaria, polimorfismo do gene do receitor de estrogénios alfa.

a mastografia es el método mas eficaz para la

identificacidon y diagndstico del cancer de

mama que, si se realiza con oportunidad e
interpreta adecuadamente, permite la deteccién
aproximada del 90% de los casos. Se realiza de manera
rutinaria en mujeres a partir de los 40 afios de edad y
su interpretacion incluye diferentes pardmetros y
signos que podran interpretarse segun el tipo de
densidad mamaria.! Esta es resultado del tejido
colageno atravesado por la radiacion. El coeficiente
de atenuacion del tejido colageno de la glandula
mamaria depende del porcentaje de tejido adiposo de
laglandula mamaria en estudio. La densidad mamaria
disminuye con la edad y con la menopausia; sin
embargo, en algunas mujeres menopausicas se observa
una densidad mamaria extremadamente densa.? Esta
se debe a que no siempre hay pérdida total de
estrégenos. Nuestro grupo reporté, en 1990, que una
proporcién significativa de mujeres en franca
postmenopausia tenia valores de FSH inferiores a 30
UI/L.2 sobre todo las mujeres obesas. Esto significa
que el hipoestrogenismo y el hipergonadotropismo no
son constantes en la menopausia. Esta reportado que
la obesidad es uno de los factores que influyen de
manera significativa en la densidad del parénquima
mamario y existen multiples pruebas de que las
mujeres postmenopausicas obesas tienen exposiciéon
significativa a estr6genos, en consecuencia menor
incidencia de osteoporosis y mayor frecuencia de
cancer mamario. En estudios posteriores se confirmé
la relacién inversa entre el indice de masa corporal y
las concentraciones de FSH, y las mayores
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La mujer menopausica experimenta cambios
fisiolégicos y biolégicos muy variables. Los cambios
biolégicos se explican por la diversa sensibilidad de
los tejidos a los estrdgenos. Asi, los diferentes sintomas,
la pérdida 6sea, el riesgo de enfermedad cardiovas-
cular y la densidad mamaria tienen una relacion
directa con las concentraciones hormonales y la
sensibilidad de sus receptores. De los dos tipos de
receptores de estrégenos: alfa (REa) y beta (RER), el
mas importante en los tejidos reproductivos es el
receptor de estrégenos alfa. EI RE participa en la
diferenciacion y plasticidad del sistema nervioso
central. Se han encontrado dos polimorfismos
importantes del Rea: el Pvull, con sus genotipos PP,Pp
y pp Y el Xbal con sus genotipos XX, Xx y xx. Estan en
estudio las diferentes variantes alélicas del receptor
de estrdgenos alfa para determinar la sensibilidad a
los estrogenos. La influencia de los genotipos del REa
se ha estudiado en relacién con los episodios que
ocurren en la menopausia,® la densidad 6sea en la
adolescente,® y las lipoproteinas de alta densidad
(HDL) en mujeres con enfermedad coronaria.’

La densidad mamaria es uno de los predictores
independientes de mayor peso para cancer de mama,
y la densidad mamaria correlaciona con el estado de
menopausia en lamujer.8 Con base en demostraciones
clinicas y epidemiolégicas las concentraciones
hormonales se han correlacionado con cambios en la
densidad mamaria. Los autores de este estudio
decidimos examinar la variacion en la densidad
mamaria con respecto a los diferentes genotipos del
receptor de estrégenos alfa. Buscamos establecer una
asociacion entre el polimorfismo del REa vy la densi-
dad mamaria en un estudio transversal.

PACIENTES Y METODO

Se incluyeron 87 mujeres sanas que acudieron a la
unidad de deteccidn de cancer mamario. Se obtu-

230

GINEcoLOGIA Y OBSTETRICIA DE MEXICO



Densidad mamaria y su asociacion con el polimorfismo del gen del receptor de estrégenos alfa (REa) Pvull y Xbal

vieron sus medidas antropométricas, peso, talla para
calcular el indice de masa corporal (IMC) y muestras
de sangre en ayuno para la determinacion de
hormonas y extraccion de ADN. Las concentraciones
séricas de estradiol y estrona se midieron con radioin-
munoensayo (Diagnostic Products, Los Angeles CA),
la FSH se cuantific6 con IRMA (Diagnostic System
Laboratories, Weister, Tex.).

La densidad mamaria se evalué mediante masto-
grafia en la proyeccion craneo-caudal® y fue asignada
por el radiélogo con el uso de tres categorias: densidad
grasa, intermedia y densa (figura 1). Para determinar
el polimorfismo del receptor de estrégenos alfa, el
ADN se aisl6 de los leucocitos de sangre periférica
mediante un método convencional: Wizard Genomic
DNA Purification kit (Promega). La genotipificacion
del gen RE, Pvull y Xbal se realizé por medio de PCR,
en un volumen final de 100 pL, con 100 ng de ADN
gendémico, 0.2 mM de cada uno de los dNTP (dATP,
dGTP, dTTP, y dCTP), con la siguiente pareja de
iniciadores: 5"-CTGCCACCCTATCTGTATCTT
TTCCTATTCTCC-3 y5-TCTTTCTCTGCCACCCTGG
CGTCGATTA TCTGA-3’, a una concentracién de 0.2
MM correspondientes a la parte entre el intrén 1y el
exon 2 del gen RE alfa, 2 mM/L de MgCl2y 3.5 U taq
polimerasa (Promega, Madison, WI).La reaccién de
PCR fue de 30 ciclos a 94°C durante 30 segundos, 61°C
durante 40 segundos, y 72°C durante 90 segundos
(Peltier Thermocycler: MJ Research, Inc., Water Town,
MA).

A

Figura 1. Las tres categorias de densidad mamaria: a) grasa, b) intermedia y c) densa.

El fragmento de 143-bp del DNA genémico contenido
en la porcion del exén 1(GCG por GCC; coddn 87) se
amplificé con PCR con el uso de los primers descritos.’
Los fragmentos de PCR los digirieron las enzimas de
restriccion Pvull y Xbal y se separaron en un gel de
agarosa al 1% y se tifieron con bromuro de etidio,
posteriormente se visualizaron en el “documentador”
de imagenes Gel-Doc-BioRad. La ausencia del sitio
de restricciéon Pvull se design6é como P que
corresponde a un fragmento de 1.3Kb; el sitio de
restriccion se designé como p formando un patrén
de bandas de dos fragmentos de 0.85 kp y 0.45kp,
respectivamente. La ausencia del sitio de restriccién
de Xbal se indica con X, que corresponde igual a un
fragmento de 1.3Kp, el sitio de restriccion Xbal se
sefialé con x formando un patrén de dos fragmentos,
uno de 0.9kp y otro de 4 kp. Esto genero tres
genotipos para Pvull, definidos por las variantes
alélicas: PP, Ppy pp, Yy tres también para el genotipo
Xbal: XX, XXy XX.

Analisis estadistico

Las frecuencias de los genotipos se calcularon en
porcentaje y compararon con la proporcion Hardy-
Weinberg. Las variables se analizaron con analisis de
variancia y ji al cuadrado. Los factores concomitantes
con la densidad mamaria se examinaron con un analisis
de regresion multiple, los regresores fueron: edad, edad
a la menarquia, edad al primer embarazo, estado de
menopausia, indice de masa corporal, concentraciones
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séricas de estradiol, estrona, FSH, y el polimorfismo
Pvull y Xbal.

Cuadro 1. Variables clinicas

Variable (n=87) Media (Rango) Media + DE

Edad 49.8 + 6.12 afios
IMC 27.6 £ 4.7 kg/m?
FSH 41.7 (0.6-223 1U/L)

Estradiol 84.8 (4.9-928 pg/mL)

Estrona 55.6 (1.2-778 pg/mL)

Genotipos n (%)

PP 16 (18.4%)

Pp 37 (43.7%)

pp 33 (37.9%)

XX 8 (9.3%)

Xx 33 (38.3%)

XX 45 (52.3%)

Densidad n (%)

Grasa 29 (33.7)

Intermedia 20 (23.2)

Densa 37 (43.0)

RESULTADOS

Se incluyeron 87 mujeres sanas. La edad media a la
que se realiz6 la mastografia fue de 49.8 afios (DE 6 +
12 afios). Las variables clinicas se observan en la cuadro
1. La densidad mamografica se relaciond de manera
importante con las concentraciones de estradiol (r=0.21,
p=0.04), estrona (r =0.21, p =0.04) y negativamente con
FSH (r=-0.24, p=0.02). Con analisis de regresion multiple

se demostrd la importante correlacion negativa entre
densidad mamariay concentraciones de FSH (p =0.02)
y el estado de menopausia (p =0.02). Sin embargo, no
hubo diferencias entre las concentraciones de estradiol,
estrona y FSH de acuerdo con los diferentes
polimorfismos, esto pudo no hacerse evidente por el
rango de edad de las pacientes. EI IMC mostré una
relacién marginal con la densidad mamaria (p=0.06).
La densidad mamaria grasa se relaciona con IMC mayor
de 30. En cuanto a larelacion del IMC con las diferentes
variantes alélicas del polimorfismo Pvull (p=0.59) y
Xbal (p=0.99) no se observa significado estadistico. La
variante alélica Xx del genotipo Xbal se relacion6 con
la densidad mamaria grasa (p=0.05) (figura 2). En
cambio, no se pudo demostrar por completo la
asociacion entre las variantes alélicas Pvull del receptor
de estrogenos y la densidad mamaria.

DISCUSION

En este estudio quedd de manifiesto la asociacién
significativa entre los diferentes tipos de densidad
mamariay las concentraciones de estradiol, estronay
FSH. La densidad mamaria no se relaciond con la
edad, edad a la menarquia, niUmero de embarazos,
lactancia, como lo han reportado otros autores.?® El
efecto de la mayor exposicion a los estrégenos, como
lamenarquia temprana, la nuliparidad, lamenopausia
tardia, se ve reflejado en la densidad mamaria; sin
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Figura 2. Distribucion de la densidad mamaria en los tres genotipos de RE-a. El valor de p de la ANOVA de una via, evalia el efecto del

genotipo RE-a.
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embargo, estas variables no se correlacionaron de
manera significativa (datos no reportados). Aunque
se han realizado diversos estudios para conocer cuales
son los factores que determinan la densidad mamaria,
no se ha establecido si sélo son los factores
mencionados que incrementan la exposicion a los
estrégenos o participan también los factores genéticos.
El estudio de las determinantes genéticas implica a
los genes que intervienen en la biosintesis de hormonas
esteroides, como el gen de la aromatasa, capaz de
metabolizar los andrégenos precursores de estrdgenos
(androstenodiona, testosterona y dihidroepian-
drostediona) para formar estrona, estradiol y estriol.1°
No se ha podido establecer asociacién significativa
entre algun polimorfismo del gen de la aromatasa
(CYP19) y la densidad mamaria.® En un estudio
efectuado en mujeres caucésicas, el genotipo de la
aromatasa (CYP19) y la17a deshidroxilasa-liasa (CYP
17) no resultaron ser un predictor significativo de la
densidad mamaria (Haiman, et al).™

El polimorfismo del receptor de estrégenos alfa se
ha asociado en diversos estudios con el IMC, la
densidad mineral 6sea’ y la edad a la menarquia.®? En
este estudio se demostrd la relacion marginal entre el
IMC y la densidad mamaria (p=0.06) pero no hubo
concomitancia del IMC con las diferentes variantes
génicas del receptor de estrégenos alfa.

En un estudio donde se exploro el efecto de las
isoflavonas en la densidad mamaria se observé
interaccion entre el gen de la aromatasa y el receptor
de estrégenos alfa. Ademas, se encontré interaccion
entre el grupo tratado con el polimorfismo Pvull y
los cambios en el porcentaje de la densidad mamaria
que se determinaron después del tratamiento.™®
Nosotros no encontramos correlacion entre las
pacientes con el polimorfismo Pvull y las diferentes
densidades mamograficas pero con las pacientes que
presentaban la variante alélica Xx del polimorfismo
Xbal hubo correlacion marginal con la densidad
mamaria grasa (p=0.05).

En conclusion, en este estudio se observo la
influencia del genotipo Xx del receptor de estrégenos
alfaen la densidad mamaria de tipo extremadamente
graso. Para conocer su interaccién con el riesgo de
cancer mamario es necesario realizar un estudio mayor

para observar los posibles cambios ante la exposicién a
estr6genos, como ocurre con la terapia de reemplazo
hormonal. Esto ofrece nuevas perspectivas para el
estudio y manejo de la terapia hormonal de reemplazo
y el incremento en la densidad mamaria, y para la mejor
comprension de la regulacion de la exposicion de los
diversos tejidos a los estr6genos, de una manera directa
en el 6rgano diana.
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