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RESUMEN

El 6xido nitrico derivado de endotelio es una molécula importante en la fisiologia
cardiovascular, particularmente en la vasodilatacion, esta molécula es sintetizada por la
sintasa endotelial de 6xido nitrico (eNOS). El polimorfismo Glu298Asp (894 G—T) en el
exon 7 causa la conversién de Glutamato a Aspartato en el coddn 298. Este polimorfismo
ha sido asociado a enfermedades cardiovasculares en diversas poblaciones. En este
trabajo se determin6 a través del método de restriccién por endonucleasas la frecuencia
del polimorfismo Glu298Asp en personas sanas de poblaciones mexicanas de Huastecos,
Mayas, Mayos y Mestizos. Las frecuencias alélicas fueron similares en las poblaciones
mexicanas, pero se observan diferencias significativas cuando se comparan con
poblaciones caucasicas. Sin embargo, al hacer la comparacién con poblaciones asiaticas,
las poblaciones de Huastecos y mestizos difieren significativamente. Genotipicamente
sblo la poblacion mestiza present6 homocigotos para el alelo Asp298. La ausencia de
homocigotos para el alelo Asp298 en las poblaciones indigenas es similar a los datos
registrados en poblaciones japonesas, asi como en la poblacion coreana y china, lo cual
aunado a la baja frecuencia del polimorfismo Glu298Asp en las poblaciones mestiza e
indigenas mexicanas puede estar relacionado con el origen asidtico de las poblaciones

amerindias.
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1. INTRODUCCION
1.1 OXIDO NIiTRICO

El 6xido nitrico (NO) es un radical libre de relativa estabilidad debido a que posee
un electrén desapareado en el orbital 2p. Cuando el 6xido nitrico se encuentra a
temperatura ambiente es un gas incoloro (Lozano y Vigata, 1989) cuya solubilidad es de
1.9 mM/atm en solucién acuosa, similar a la del oxigeno molecular. Debido a su
naturaleza no polar y relativa estabilidad el NO puede difundir a una tasa de 50 um/s en
solucion acuosa (Loscalzo, 2000). Su vida media in vivo es de aproximadamente 10s
debido a su rapida oxidacién en nitritos (NO,) y nitratos (NO3) como resultado de la
reaccion con el oxigeno y el anién superéxido O, (Datillo, 1997), ademas del agua
(Snyder y Bredt, 1992).

El NO es una molécula mensajera ubicua, que se encuentra involucrada en
diversas funciones tales como el proceso de angiogénesis y permeabilidad vascular
(Fukumura et al., 2001), también participa en el control de la agregacion plaquetaria y la
agregacion leucocitaria a endotelio, asi como en la regulacion de la actividad mitética de
células de musculo liso, el tono vascular, la quimiotaxis monocitica, etc., que representan

funciones de importancia fundamental en la fisiologia cardiovascular.

El NO sintetizado biol6gicamente se libera a partir de L-arginina y oxigeno
molecular en la reaccion catalizada por una familia de isoenzimas llamadas sintasas de
oxido nitrico (NOS, por sus siglas en inglés: Nitric Oxide Synthase). Estas enzimas
presentan diferentes propiedades entre si, dependiendo del tejido en donde se
encuentran, lo que sugiere algun tipo de metabolismo particular, de acuerdo a la funcién
en cada tipo de tejido. EI NO se origina a partir de la oxidacion de uno de los atomos de
nitrégeno terminales del aminoacido L-arginina por las NOS, teniendo a N®-Hidroxi-L-
arginina (NHA) como intermediario (Hemmens y Mayer, 1997) (Fig.1). El principal
regulador de la actividad del NO es el anién superdxido, que es producido bajo
condiciones fisiolégicas como parte normal del metabolismo y puede reaccionar con otras
especies reactivas de oxigeno o ser degradado por la enzima superéxido dismutasa a

perdxido de hidrégeno y oxigeno.
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Figura 1. Reaccion de las enzimas sintasas de o6xido nitrico (NOS). Las NOS catalizan la
conversion de L-Arginina en L-Citrulina en presencia de Nicotinamida Dinucleétido Fosfato reducido
(NADPH) y oxigeno molecular, todas las NOS utilizan L-Arginina como sustrato.
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1.1.1 SINTASAS DE OXIDO NiTRICO

De las enzimas sintasas de Oxido nitrico se han identificado tres isoformas
principales: dos constitutivas, la neuronal (NNOS; tipo 1) y la endotelial (eNOS, tipo Ill); asi
como una forma inducible (iNOS; tipo Il). La nNOS esta presente principalmente en
musculo y tejido nervioso, mientras que la eNOS se encuentra en endotelio (Alderton et
al., 2001). La iNOS fue identificada inicialmente en macréfagos, tiene la caracteristica de
unirse a calmodulina (CaM) a bajas concentraciones de calcio, por lo que es considerada
independiente de calcio; esta isoforma es de expresion mas generalizada, incluye células
endoteliales, musculo liso vascular, miocitos y neutréfilos, ademas de los ya mencionados
macroéfagos. Usualmente iNOS no se encuentra presente en las células bajo condiciones
fisioldgicas, sin embargo se expresa después de la estimulacién de las células con
citocinas y endotoxinas (Dattilo y Makhoul, 1997).

Las NOS tienen una estructura formada por dos dominios principales: el dominio
oxigenasa en el extremo amino terminal que contiene sitios de union a tetra-
hidrobiopterina (BH,) y a L-arginina, mientras que el dominio reductasa contiene sitios
para Flavina Mononucle6tido (FMN), Dinucleétido Flavina Adenina (FAD) y Dinucle6tido
Nicotinamida Fosfato reducido (NADPH) (Alderton et al., 2001). Las NOS muestran una
homologia entre si, de 50-60% aproximadamente, particularmente en el extremo carboxilo
terminal (Datillo, 1997).

Las NOS han sido caracterizadas como hemoproteinas tipo citocromo P450, que
requieren BH,, FMN y FAD como cofactores, y catalizan la oxidacién dependiente de
NADPH de L-arginina para formar L-citrulina y NO. BH, es esencial para realizar el

transporte de electrones hacia el grupo hemo de las NOS (Landmesser y Harrison, 2001).

Las NOS estan reguladas mediante la interaccion con CaM, lo cual resulta
necesario para la actividad enzimatica en las tres isoformas. La dependencia de Ca™ en
la sintesis de NO es notable en las enzimas nNOS y eNOS ya que, a diferencia de iNOS,
requieren altas concentraciones de Ca™. La union de CaM incrementa la tasa de
transferencia de electrones a partir de NADPH a las flavinas del dominio reductasa. La
fosforilacién de las NOS endotelial y neuronal también tiene un efecto regulatorio sobre la
actividad enzimdtica, asi lo reportan Fulton et al. (2001) en la fosforilacion de la Serina
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1179 (Ser''”®) de eNOS, la cual incrementa el flujo de electrones a través del dominio
reductasa y un incremento en la producciéon de NO, mientras que la fosforilacién de la
Ser®’” de nNOS, por una cinasa dependiente de CaM, lleva a una disminucién de la
actividad de nNOS.

Los genes de las sintasas de Oxido nitrico muestran una estructura genémica
similar, lo que sugiere la existencia de un gen ancestral comdn en humanos. El gen NOS1
que codifica la nNOS se ubica en el locus 12924.2 — 24.3 y estd constituido por 29
exones. Para la nNOS se han identificado 4 variantes por “splicing”, nNOSB, nNOSy,
NNOSp y nNOS-2. El gen NOS2 que codifica la iINOS, se encuentra localizado en 17cen —
qi11.2 en el cromosoma 17, constituido por 26 exones y con un tamafno aproximado de 37
kilobases (Kb). (Alderton et al., 2001). El gen NOS3 que codifica la eNOS se localiza en el
locus 7935 a 36, cuya secuencia se encuentra comprendida por 21 kb distribuidas en 26
exones, (Feron et al, 1996). Para esta isoforma no se han identificado variantes
alternativas por “splicing” (Tabla 1).

Flores Segura 12
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Tabla 1. Caracteristicas de las isoformas de sintasas de 6xido nitrico humanas.

(Modificado de: Hemmens y Mayer, 1997)

Isoforma Abreviatura Locus Expresion Tejido
NEURONAL nNOS 12924.2-12924.3 Constitutiva Células neuronales

Tipo | Ca'™" dependiente y de misculo

esquelético

INDUCIBLE iINOS 17cen-17q11.2 Inducible mediante Mdusculo Liso,

Tipo Il proceso inflamatorio macréfagos,

Ca™ independiente  miocitos, neutrofilos.

ENDOTELIAL eNOS 7935-7936 Constitutiva Células

Tipo I Ca™ dependiente endoteliales,

epiteliales y de
musculo liso
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1.1.2 SINTASA ENDOTELIAL DE OXIDO NiTRICO

La eNOS es la isoforma responsable de la homeostasis cardiovascular, regulacion
de la presion sanguinea y angiogénesis (Fulton et al., 1999). El gen NOS3 que codifica
para la eNOS, se encuentra en el locus 7q35 a 36, tiene una secuencia de 21 Kb y una
secuencia codificante distribuida en 26 exones (Marsden et al., 1993), los cuales dan
origen a una proteina de 1205 aminodcidos, con una masa molecular aproximada de 135
kDa (Feron et al., 1996). El promotor del gen NOS3 no tiene caja TATA y muestra sitios
de unién a factores de transcripcién, como el receptor de estrégeno y miembros de las
familia Ets, Sp3, MAZ y YY1 (German et al., 2000), ya que es un gen de expresién

constitutiva.

La enzima eNOS es una NADPH-oxidasa dependiente de calcio, el NO producido
por esta isoforma regula el tono vascular mediante una via de sefalizacion dependiente
de guanosin monofosfato ciclico (cGMP), ademas el NO tiene efectos independientes de
cGMP dentro de la vasculatura, como es la inhibicién de la adhesién leucocitaria (Wang et
al., 2000).

La eNOS es una proteina periférica de la membrana celular, que aunque no tiene
alguna fraccion hidrofoébica transmembranal, se encuentra localizada principalmente en
microdominios especializados, denominados caveolas, que se caracterizan por la
presencia de la proteina caveolina. Las caveolas son pequenas invaginaciones de la
membrana plasmatica (Karantzoulis-Fegaras et al., 1999), que en algunos casos tiene
presentes algunos receptores e inclusive proteinas G (Arnal et al., 1999), la presencia de
la eNOS en estos microdominios hace suponer que la enzima desempefia alguna

interaccion en la transduccién de senales.

De las tres isoformas principales de las NOS, la eNOS es la Unica que esta sujeta
a N-miristoilacién co-traduccional, y palmitoilacién de cisteinas post-traduccionalmente,
ambos procesos son necesarios para la localizacién subcelular de la enzima en la
periferia del aparato de Golgi (Sessa et al., 1995) y en las caveolas (Fulton et al.,1999),
mientras la miristoilacion del residuo de glicina en la posicion 2 es irreversible, la
palmitoilacion de las cisteinas 16 y 26 (Hemmens y Mayer, 1997) es reversible.
Probablemente la despalmitoilacion contribuye a la disociacion de la enzima de la caveola
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(Arnal et al., 1999). La eNOS localizada dentro de las caveolas de la membrana
plasmética se encuentra unida a caveolina, de esta manera la enzima se encuentra
inactiva, pero un incremento en el calcio intracelular ocasiona un aumento de
calmodulina, la cual desplaza a la caveolina activdndose asi la eNOS (Kharbanda y
Deanfield, 2001).

La fosforilacién es un mecanismo importante como regulacion post-traduccional en
algunas proteinas, en el caso de la eNOS la fosforilacion puede ocurrir en residuos de
serina, treonina y tirosina. Algunos sitios potenciales de fosforilacién en la eNOS son la
serina 1117 (Ser'"") que se encuentra en el dominio reductasa, y la treonina 495 (Thr®)
dentro del dominio de union a CaM, y la treonina se ha encontrado fosforilada en todas las

498 astan asociados

eNOS de células endoteliales. Los cambios en la fosforilacion de la Thr
a estimulos que elevan el calcio endotelial y un aumento en la actividad de la eNOS entre

10 y 20 veces sobre el nivel basal (Fleming y Busse, 2003).
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1.2 EL OXIDO NIiTRICO EN EL ENDOTELIO

El endotelio es una capa de células que cubre la superficie de los vasos
sanguineos y esta presente en todo el sistema circulatorio, actia como una interfase
entre los componentes de la sangre circulante a través de estos vasos y el tejido
adyacente. Es una capa semipermeable que regula la funcién de las células mediante la
liberacion de moléculas localmente activas o la expresién de moléculas en la superficie
del endotelio que actian como receptores de moléculas complementarias de las células
circulantes, regula el tono vascular, adhesiéon celular, coagulacion inflamacion vy
permeabilidad (Kharbanda y Deanfield, 2001). Es capaz de producir y reaccionar a varios
mediadores activos, entre los que se encuentran las endotelinas, la angiotensina Il, las
prostaciclinas y el 6xido nitrico (Kharbanda y Deanfield, 2001), entre otros. Esos factores
actuan de manera coordinada, permiten que la vasodilatacion o vasoconstriccién sean
balanceadas localmente y regulan la resistencia de la capa vascular, manteniendo un
nivel estable de perfusion del tejido, ademas tienen efecto sobre funciones endoteliales

como la adhesion celular, trombosis y fribrinolisis.

Al ser un gas que difunde libremente (Huang, 1999) el NO derivado de endotelio
tiene efecto dentro del lumen de los vasos y también en las células y tejido que rodean al
musculo liso (Kharbanda y Deanfield, 2001). Al difundir hacia musculo liso el NO estimula
la guanilato ciclasa soluble, que una vez activada produce cGMP. El cGMP reduce la
cantidad de calcio intracelular dentro de las células, permitiendo el desplazamiento de las
uniones actina-miosina, provocando la relajacion del muasculo liso (Kharbanda y Deanfield,
2001). ElI NO derivado de endotelio inhibe la adhesion leucocitaria a endotelio inhibiendo
la expresion de moléculas de adhesién, por lo que la alteracién en la liberacion de NO por
el endotelio puede favorecer la adhesion de monocitos al endotelio, provocando
acumulamiento e infiltracién a la intima, lo que ocasiona depdsitos grasos. También inhibe
la proliferacion de células de musculo liso, mediante la inhibicion de la sintesis de ADN
(Dattilo y Makhoul, 1997).
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1.3 POLIMORFISMOS EN EL GEN NOS3 Y SU ASOCIACION CON PATOLOGIAS
CARDIOVASCULARES

En la genética de poblaciones resulta importante el estudio sobre la presencia de
cambios en la secuencia de ADN, sean éstos de un solo nucleétido o de un fragmento, ya
sea por sustitucién, delecion, insercion o duplicacion, ya que estos cambios pueden
representar un factor genético de predisposicién o padecimiento de alguna enfermedad.
Algunos de éstos cambios pueden tener utilidad como marcadores genéticos debido a
que la frecuencia con que se presentan dentro de una poblacion puede ofrecernos datos

importantes sobre el flujo genético al que se haya visto sujeta.

Los ultimos adelantos en la investigacion clinica molecular han permitido visualizar
un panorama mas completo con respecto a la etiologia de las enfermedades. La medicina
gendmica nos demuestra reiteradamente como la mayoria de las patologias son de
caracter multifactorial e incluyen un componente genético como factor determinante o de
susceptibilidad. En este ambito, es importante considerar la existencia de variantes
polimérficas o polimorfismos en la secuencia genémica. Estos polimorfismos consisten en

cambios de una o mas bases que se presentan en >1% de la poblacion.

Especificamente los polimorfismos de un sélo nucleétido o SNP ocurren en el
genoma humano con una frecuencia de uno cada 1.9 Kb. El estudio de estas variantes en
la secuencia codificante de las proteinas se inici6 en la década de 1980, principalmente
en enzimas metabdlicas (Knudsen et al., 2001). Estos cambios en la secuencia de ADN
contribuyen en las caracteristicas individuales, la variaciéon fenotipica, predisposicién a
alguna enfermedad y la respuesta al ambiente. Esta diversidad no se encuentra limitada
al nivel de los polimorfismos individualmente, sino a combinaciones de estos (haplotipos),
todo esto en conjunto es responsable de la variabilidad entre las diferentes poblaciones y
es importante saber el efecto que éstos tienen sobre la variacion de los rasgos fenotipicos
(The International SNP Map Working Group, 2001).

La participacién del 6xido nitrico en la homeostasis de la presién sanguinea ha
dado origen a numerosas investigaciones concernientes a la asociacién de polimorfismos

en alguno de los tres genes de las NOS o anormalidades en su regulacion celular con
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problemas de hipertension.

Como resultado de esos estudios se han identificado diversos polimorfismos
dentro del promotor y la regién codificadora del gen NOS3 con potencial para alterar la
expresion de la proteina eNOS o su funcion, entre los que se encuentran los localizados
en la posicién —786 en la region que flanquea el extremo 5’ del gen, en el exén 7 (894
G/T), en el intron 4 hay un VNTR (repetidos en tandem de longitud variable, por sus siglas
en inglés), en el intron 11 (30 A/G), el intrén 18 (27 A/C) y en el intron 23 (10 G/T)
(Hingorani et al., 1999) (Fig. 2). Algunos de estos han sido asociados a cierta
susceptibilidad a enfermedades pulmonares y cardiovasculares. La sustitucién de T por C,
en la posicidn -786 en la region 5’ del gen NOS3 fue asociada con espasmo coronario en
una poblacion japonesa (Nakayama et al., 1999) y este mismo cambio fue relacionado
con enfermedad de arteria coronaria, en poblacién espafola (Alvarez et al., 2001). Por
otra parte el repetido de 27 pares de bases en el extremo 5 del intron 4 fue relacionado
con el riesgo de enfermedad coronaria en una poblacion australiana (Cai et al., 1999;
Wang et al., 1996), también se demostr6 que es un factor de riesgo de aborto idiopatico
(Tempfer et al., 2001). La sustitucion de G por T en la posicion 894 (Glu298Asp), que
ocasiona el cambio de Glutamato a Aspartato en el codén 298, también fue asociada con
un incremento en el riesgo de espasmo coronario, infarto al miocardio e hipertension
(Fairchild et al., 2001; Hingorani et al., 1999; Yoshimura et al., 1998; Jachymova et al.,
2001). Shoji et al., (2000) lo asocian con hipertension en una poblacién del norte de Japén
y Novoradovsky et al., (1999) encuentran que los polimorfismos C774T y G894T en este
gen predisponen potencialmente a enfisema pulmonar a pacientes con deficiencia en o1-

antitripsina.

Se cree que los polimorfismos dentro de los exones del gen NOS3 en pacientes
con enfermedades coronarias o hipertension pueden afectar la funcién de la eNOS
(Tesauro et al., 2000); tal como ocurre en la secuencia codificadora del gen NOS3 con el
cambio Glu298Asp. Este variante parece aumentar el rompimiento intracelular de la
eNOS en condiciones de acidez debido a la creacion de una unién labil entre el Asp*® y la
Pro®*, particularmente en el extremo carboxilo terminal del Asp>*® (Fairchild et al., 2001),
por lo que la sustitucién de glutamato por aspartato podria afectar en la funcién catalitica
de la eNOS (Fairchild et al., 2001) y por lo tanto podria también influir en la sobrevivencia

de los no portadores, ya que la seleccién natural actiia contra alelos deletéreos.
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Hingorani et al., (1999) observaron una proporcién de 0.359 de homocigotos para
la variante Asp298 en 298 pacientes con enfermedad en arteria coronaria en un estudio
realizado en una poblacion inglesa, lo cual resulta significativamente mas alto que lo
calculado a partir de los individuos control, en quienes se determind una proporcion de
0.102 de homocigosidad. Por otra parte, de 249 pacientes con enfermedad de infarto al
miocardio 0.181 fueron homocigotos para Asp298, comparado con 0.087 de los controles
sanos. Estos resultados muestran una fuerte asociacion entre el alelo Asp298 de la
enzima eNOS vy el riesgo de enfermedad de arteria coronaria, que se incrementa >4
veces. Mientras tanto, el riesgo de infarto al miocardio para los homocigotos Asp298 con
respecto a los homocigotos Glu298 se incrementa 2.5 veces. Por otra parte, en el estudio
de una poblacién japonesa (Yoshimura et al, 1998) se encontraron resultados
semejantes en cuanto a la asociacion de la variante Asp298 con la manifestacion de
enfermedades cardiacas. De esta manera, existe una evidente asociacién entre la
presencia del alelo Asp298 y el desarrollo de enfermedades cardiacas, si bien no como
Unica causa primaria, si como un factor de predisposicién. Cabe resaltar que aun en
poblaciones sanas (sin enfermedades cardiacas) la frecuencia del alelo Asp298 difiere
significativamente de acuerdo al origen étnico (Tabla 2). Mientras que los japoneses
(4.5% y 8%), coreanos (11%) y chinos (5%) expresan la variante alélica Asp298 en baja
frecuencia (Yoshimura et al., 1998; Shoji et al., 2000; Moon et al., 2002; Wei et al., 2002),
las poblaciones inglesa australiana e italiana presentan una frecuencia del 31% 33% vy
32% respectivamente (Hingorani et al,, 1999; Cai et al., 1999; Colombo et al., 2002).
Debido a estas evidencias, queda claro que es sumamente importante el estudio de este
polimorfismo en mas poblaciones tanto de manera abierta, asi como en grupos

seleccionados con alguna patologia cardiovascular.
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. o Ex6n 7 894G/T Intron 11 30 A/G Intron 18 27 A/IC Intrén 23 10 G/T
Sitio de inicio de
la transcripcion Intrén 4 VNTR¢ ¢ ¢ ¢
1234 ¢ 5678 9 10111213 141516 171819 20 2122 23 242526
Promotor

5 3

-1468 T/A -922 G/A

Ap-1 Ap-2 SHEAR NF-1 GATA AP-2 GATA/SP-1

Ap-1 = Proteina activadora 1

Ap-2 = Proteina activadora 2

SHEAR = Elemento de respuesta a flujo

P <« = Elementos de respuesta a estrogeno

Figura 2. Estructura y polimorfismos del gen NOS3 humano. En la figura se muestra la
posicion del polimorfismo Glu298Asp en el exén 7 del gen NOS3.

Tabla 2. Frecuencias alélicas del polimorfismo Glu208Asp

del gen NOS3 en diversas poblaciones sanas, en el mundo

Poblacion N Glu298 Asp298 Referencia
Caucasicos 138  0.69 0.31  Hingorani et al., 1999
Inglaterra
Caucasicos 763  0.67 0.33 Cai et al., 1999
Australia
Italia 114  0.68 0.32 Colombo et al., 2002
Japoén 100 0.96 0.04 Yoshimura et al.,
1998
Japoén —Norte- 203 0.92 0.08 Shoji et al., 2000
Corea 411 0.89 0.11 Moon et al., 2002
China 108 0.95 0.05 Wei et al., 2002
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2. JUSTIFICACION

La participacion del NO en la regulacion de la homeostasis vascular hace que los cambios
presentes en el gen NOS3 puedan representar un factor de riesgo hacia el padecimiento
de enfermedades cardiovasculares. El padecimiento de enfermedades cardiovasculares
en nuestro pais representa la primer causa de muerte a nivel nacional (INEGI, 2001). Bajo
estas circunstancias, el estudio de los polimorfismos presentes en la secuencia de esta
enzima se ha convertido en una activa area de estudio, sin embargo a la fecha no se han
desarrollado estudios de este tipo en nuestro pais. La mayoria de los estudios realizados
en otras partes del mundo se han realizado en zonas urbanas, seguramente debido a la
accesibilidad hacia los sujetos de investigacion, por lo que son pocos los estudios que se
han realizado en poblaciones que se encuentran sujetas a menor mestizaje, como lo son
las poblaciones indigenas. En nuestro pais las poblaciones indigenas representan
aproximadamente 8% del total de la poblacion (Manrique, 1994).

Por otra parte, las teorias sobre la colonizacion del continente americano por poblaciones
procedentes del continente asiatico podrian relacionarse con la distribucion de los alelos
del polimorfismo Glu298Asp de la eNOS, por lo que resulta importante realizar la
caracterizacion de la frecuencia de estos alelos en las poblaciones mestiza e indigenas

mexicanas.
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3. OBJETIVOS

Objetivo general:
Iniciar la determinacién de la frecuencia del polimorfismo Glu298Asp de la enzima
sintasa endotelial de éxido nitrico en poblacién mestiza y algunas poblaciones

indigenas mexicanas.

Objetivos particulares:

Analizar la frecuencia del polimorfismo Glu298Asp de la enzima sintasa endotelial
de Oxido nitrico en las poblaciones indigenas mexicanas de Mayos, Mixes y
Huastecos.

Analizar la frecuencia del polimorfismo Glu298Asp de la enzima sintasa endotelial
de 6xido nitrico en la poblacion mestiza del centro.

Comparar la frecuencia del polimorfismo entre las poblaciones indigenas y la

poblacién mestiza.

Contrastar los resultados de las poblaciones mexicanas con los reportados en las

poblaciones asiaticas y caucasicas.
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4. MATERIAL Y METODOS

4.1 RECOLECCION DE MUESTRAS

Se estudiaron un total de 294 individuos sanos, de cuatro poblaciones mexicanas
distribuidos de la siguiente manera: 126 Mestizos, 65 Huastecos, 26 Mayas y 77 Mayos.
Se les realizd6 una encuesta sobre su lugar de nacimiento, asi como de sus dos
generaciones inmediatamente anteriores. La poblacién Huasteca es originaria de San Luis
Potosi, en el centro de México, la poblacion Maya corresponde al estado de Oaxaca, en el
suroeste de la Republica Mexicana, mientras que la poblacion de Mayos reside en el
estado de Chihuahua, en el norte del pais (Fig.3).

Todas las muestras de ADN correspondientes a las poblaciones indigenas fueron
proporcionadas por el Dr. Vargas Alarcon, del Departamento de Fisiologia del Instituto
Nacional de Cardiologia Ignacio Chavez. Las muestras de ADN de la poblacién mestiza
fueron obtenidas a partir de muestras de sangre periférica del Banco de Sangre del
Centro Médico Nacional SXXI. Cada individuo participante firmé la carta de

consentimiento informado (Anexo 1).

Flores Segura 23



Andlisis de la frecuencia del polimorfismo Glu298Asp de la eNOS

Figura 3. Localizacion geografica de las poblaciones indigenas.
Huastecos Teenek ¢, Mayas Mixes v, Mayos Capomos & y poblacién Mestiza «.
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4.2 EXTRACCION DE ADN

A partir de las muestras de sangre periférica se realiz6 la extraccion de ADN de
leucocitos, mediante el método de sales hiperténicas, el cual se describe brevemente a

continuacion:

La muestra de sangre periférica se centrifugd a 3,500 rpm por 10 minutos, la
interfase de leucocitos se separd por aspiracion y se colocd en tubos de ensayo limpios,
los eritrocitos que aun estaban en la muestra se sometieron a lisis mediante la solucion
RCLB (del inglés: Red Cell Lysis Buffer; TRIS 10 mM pH 7.6, MgCl,5 mM y NaCl 10 mM).
La pastilla de leucocitos se resuspendié en 60 ul de NaCl 5 mM y se trasvasé a un tubo
de 1.5 ml, se anadi6 ademas 30.65 ul de SDS al 10% para lisar las células y se agitd
vigorosamente con la pipeta, dejandose incubar por 5 minutos a temperatura ambiente,
posteriormente se agregaron 205.3 ul de NaCl saturado, mezclando mediante pipeteo
nuevamente y se incub6é por 5 minutos mas, a temperatura ambiente. Enseguida se
centrifug6 por 15 minutos a 15000 rpm, recuperando el sobrenadante y colocandolo en un
tubo nuevo de 1.5 ml, se mezcl6 con 2 volumenes de etanol absoluto para precipitar el
ADN. Sin centrifugar se eliminé el sobrenadante y se lavé el precipitado 3 0 4 veces con
etanol al 75% hasta que se liberé de sales, por uUltimo se dejé secar a temperatura

ambiente y se resuspendié en agua estéril.

Para determinar la concentracion y pureza del ADN gendmico obtenido, se
analizaron las muestras por espectrofotometria a 260 nm y 280 nm, la absorbancia a 260
nm multiplicado por la dilucién (1/50) y la constante de 1 densidad 6ptica = 50 ng de ADN
(Sambrook et al., 1989) es igual a la concentracidn de cada muestra, en tanto la relacién
260/280 indica la pureza de la muestra, la cual es 6ptima entre 1.8 y 2.0. Posteriormente
una alicuota de cada muestra se corrié en gel de agarosa al 1% tenido con bromuro de
etidio para observar la integridad del ADN.
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4.3 REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA

A partir de las muestras de ADN se amplific6 mediante la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) el exén 7 del gen NOS3, en el cual se encuentra el polimorfismo
Glu298Asp, con los primers, 5’-CATGAGGCTCAGCCCCAGAAC-3’ (de la cadena
sentido) y 5-AGTCAATCCCTTTGGTGCTCAC- 3’ (para la cadena antisentido)

(Hingorani et al., 1999), en una reaccién bajo las siguientes condiciones:

200 ng de ADN gendmico

1.5 U de Taq polimerasa

10 pmol de cada primer

0.2 mM de dinucleétidos trifosfatados (ANTP’s)
3 mM de Cloruro de magnesio

50 mM de Cloruro de potasio

20mM de Tris-HCI (pH 8.4)

agua destilada a un volumen final de 25 pl

Las condiciones de PCR (30 ciclos) fueron:

Desnaturalizacion inicial 5min. a 94°C

Desnaturalizacion 30 seg. a94°C

Alineamiento 30 seg. a60°C 30 ciclos
Extension 30seg.a70°C

Se analizé una alicuota de los productos de PCR de 206 pares de bases (pb)
obtenidos mediante esta reaccidén en geles de agarosa al 2%, tefiidos con bromuro de
etidio y digitalizados mediante el programa Digital Imaging System 1S1000.
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4.5 ANALISIS DE RESTRICCION POR ENDONUCLEASAS

La sustitucion de G — T en la posicién 894 (Glu298Asp) ocasiona un cambio en el
sitio de reconocimiento para enzimas de restriccion (Fig. 4A), por lo que se realiz6 un
ensayo de restriccion con una alicuota (10ul) del producto de PCR de 206 pb con las
enzimas Banll y Mbol. La enzima Banll reconoce el alelo silvestre (G en la posicion 894),
mientras que Mbol reconoce el alelo mutante (T en la posicion 894), de esta manera se
obtienen fragmentos de 124 y 82 pares de bases y 119 y 87 pares de bases,
respectivamente (Fig. 4B), mismos que se resolvieron mediante electroforesis en geles de

agarosa al 2.5%, tefido con bromuro de etidio.

Banll Mbol
10 ul de producto de PCR 10 wl de producto de PCR
4 U de Banll (New England Biolabs) 4 U de Mbol (New England Biolabs)
1x Buffer 4 (New England Biolabs) 1x Buffer 3 (New England Biolabs)
50 mM Acetato de potasio 100 mM NaCl
20 mM Tris Acetato 50 mM Tris HCI
10 mM Acetato de magnesio 10 mM MgCl,
1 mMDTT 1 mMDTT
pH 7.9 pH 7.9
Agua a un volumen final de 25 pl Agua a un volumen final de 25 pl

5. ANALISIS ESTADISTICO

Para el andlisis estadistico de los resultados obtenidos a partir de las 4
poblaciones se realizé la prueba de x* (chi-cuadrada). Esta prueba permite saber si las
frecuencias observadas difieren significativamente de las frecuencias esperadas a niveles

de confianza mayores al 95% (Spiegel, 1987).
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A) B)
Ban Il (silvestre)
804l 124 + 82 = 206 pb
5 ---CCAGATGAGTCCCCCAGAA--- 3’ Mbol (mutante)
() 119 + 87 = 206 pb

Figura 4. A) Sitios de reconocimiento y corte de las enzimas Banll y Mbol.
B) Tamaio de los fragmentos generados a partir de la restriccion con ambas enzimas.
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6. RESULTADOS

Se analizé la frecuencia de los alelos del polimorfismo Glu298Asp de la eNOS a
partir de muestras de ADN de las siguientes poblaciones: 65 individuos de poblacion
Huasteca, 77 individuos de la poblacion de Mayos, 26 individuos de la poblacién de
Mayas, asi como de 126 individuos de la poblacion mestiza mexicana. A partir de estas
muestras de ADN se amplific6 un fragmento correspondiente al exén 7 del gen NOS3,
generando un producto de PCR de 206 pb (Fig. 5). En la figura 6 se observa el patrén de
restriccion de los productos obtenidos de la PCR, digeridos con las enzimas Banll y Mbol,
que reconocen G en la posicibn 894 (Glu298) y T en la posicion 894 (Asp298)

respectivamente.

La distribucion genotipica del coddn 298 del gen NOS3 fue de 0.770 para Glu/Glu,
Glu/Asp 0.230 y 0.0 para Asp/Asp en la poblacién Huasteca, con frecuencia alélica de
88.5% para Glu y 13.5% de Asp, en la poblacion de Mayos los resultados muestran una
distribucion de 0.831 de homocigotos para Glu298, 0.169 para heterocigotos y 0.0 para
homocigotos Asp298, y las alélicas de la manera siguiente 91.5% para el alelo Glu y
8.5% para el alelo Asp. La distribucion en la poblacién Maya fue de 0.8846 para Glu/Glu,
Glu/Asp 0.1154 y 0 para Asp/Asp, mientras que los alelos mostraron una frecuencia de
94.2% para el alelo Glu y 5.8% para el alelo Asp. En tanto, en la poblacién mestiza se
observd una distribucién genotipica de 0.746 para Glu/Glu, 0.238 para Glu/Asp y 0.016
para Asp/Asp. La frecuencia alélica fue de 86.5% para Glu y 13.5% para Asp (Tabla 3).

La distribucién de los genotipos no difiere significativamente (1.07 vs. x*=5.99; 2 gl
p<0.05) entre las poblaciones de acuerdo a la prueba de de chi-cuadrada (Tablas 5,6, 7 y
8; Anexo 2). Respecto a las frecuencias alélicas las poblaciones tampoco difieren
significativamente (0.29 vs. x?=5.99; 2 gl p<0.05). Las frecuencias observadas y
esperadas se encontraron en equilibrio de acuerdo a la ley de Hardy-Wienberg, en las 4
poblaciones analizadas.
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2 3 45 6 7 8 9 10 c-

m 4_206 pb

Figura 5. Electroforesis representativa de los productos de PCR en gel de agarosa (2%). M.
marcador de peso molecular de 50 pb.1-10 Amplificacién del exén 7 del gen NOS3, con un tamarfio
de 206 pb. C- control negativo sin ADN.

1 2 3 4 5 6 7
200 pb +— 206 pb
112/119 pb
100 pb ¢—— 82/87 pb

Figura 6. Determinacion genotipica del polimorfismo Glu298Asp. Carril 1: marcador de peso molecular
de 50 pb; carriles 2, 4, y 6 digestion con Banll; carriles 3, 5 y 7 digestién con Mbol. los carriles 2 y 3
corresponden a un individuo homocigoto para el alelo Glu298, los carriles 4 y 5 a los de un individuo
heterocigoto y los carriles 6 y 7 corresponden a un individuo homocigoto para el alelo Asp298.
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Tabla 3. Frecuencias genotipicas y alélicas del polimorfismo Glu298Asp del gen NOS3

Glu/Glu Glu/Asp Asp/Asp Total Glu Asp Total
Huastecos 50 15 0 65 115 15 130
(77.00%) (23.00%) (0.0%) (88.50%) (11.50%)
Mayos 64 13 0 77 141 13 154
(83.10%) (16.90%) (0.0%) (91.50%) (8.50%)
Mestizos 94 30 2 126 218 34 252
(74.60%) (23.80%) (1.60%) (86.50%) (13.50%)
Mayas 23 3 0 26 49 3 52
(88.46%) (11.54%) (0.0%) (94.23%) (5.77%)

Tabla 4. Frecuencias alélicas del polimorfismo Glu298Asp en diferentes poblaciones

Poblacién N Glu298 Asp298 Referencia

Mestizos (México) 126 0.86 0.14 Presente estudio
Huastecos (México) 65 0.88 0.12 Presente estudio
Mayas (México) 26 0.94 0.06 Presente estudio
Mayos (México) 77 0.92 0.08 Presente estudio
Caucasicos (Inglaterra) 138 0.69° 0.31° Hingorani, et al. 1999
Caucasicos (Australia) 763 0.67% 0.33° Cai, et al. 1999
Asiaticos (Japon) 100 0.96° 0.04¢ Yoshimura et al. 1998

a. Frecuencia baja, comparada con las frecuencias de las poblaciones Mestiza, Huasteca, Maya, Mayo

y Asiatica (p < 0.05).

b. Frecuencia alta, comparada con las frecuencias de las poblaciones Mestiza, Huasteca, Maya, Mayo

y Asiatica (p < 0.05).

c. Frecuencia alta, comparada con las frecuencias de las poblaciones Mestiza, Huasteca, y Caucasicos

(Inglaterra y Australia) (p < 0.05).

d. Frecuencia baja, comparada con las frecuencias de las poblaciones Mestiza, Huasteca, y

Caucasicos (Inglaterra y Australia) (p < 0.05).
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7. DISCUSION

En este trabajo se analizé la frecuencia de los alelos del polimorfismo Glu298Asp
en diferentes poblaciones mexicanas sanas, asumiendo que las poblaciones se
encuentran en equilibrio. Los resultados observados en las poblaciones estudiadas:
Huasteca, Maya, Mayo y Mestiza no muestran diferencias significativas entre si en las
distribucion genotipica y las frecuencias alélicas del polimorfismo Glu298Asp. Estos
resultados indican que posiblemente el mestizaje no influye sobre la frecuencia con que
los alelos se presentan. La variante alélica Asp298 se presenta con baja frecuencia en las
cuatro poblaciones, lo que sustenta la ausencia de homocigotos Asp/Asp en las muestras
de las poblaciones indigenas estudiadas.

En relacién con trabajos en que se han reportado estudios similares en diferentes
poblaciones, las frecuencias alélicas y la distribucién genotipica que se reportan en este
estudio tanto en poblacién mestiza como en las poblaciones indigenas son semejantes a
lo observado en las poblaciones asiaticas sanas, japonesas, coreana y china (Yoshimura
et al., 1998; Shoji et al., 2000; Moon et al., 2002; Wei et al., 2002), donde la frecuencia
alélica que se reporta para Asp298 es de 4%, 8%, 11% y 5% respectivamente y que
difieren de los presentados en los estudios realizados en poblaciones caucasicas sanas,
inglesa, australiana e italiana, ya que la frecuencia del polimorfismo en personas sanas,
se presenta con una frecuencia de 31%, 33% y 32% (Tabla 4) (Hingorani et al., 1999; Cai
et al., 1999; Colombo et al., 2002).

El hecho de que los resultados obtenidos a partir de las poblaciones analizadas en
este estudio sean semejantes a los observados en poblaciones asiaticas pone de
manifiesto la influencia asiatica en los origenes étnicos de las poblaciones mexicanas, no
obstante al mestizaje al que se hayan visto sujetas (Cavalli-Sforza, 1997). Esto al parecer
ocurre en la poblacion mestiza, ya que sélo en esta poblacion se encontraron
homocigotos para el alelo Asp298. Sin embargo esto puede ser confirmado a través del
estudio de otras poblaciones en nuestro pais y asi observar el comportamiento de la
frecuencia de los alelos.

En los estudios realizados en diversas poblaciones se ha encontrado asociacion
de este polimorfismo con el padecimiento de enfermedades cardiovasculares, tanto en la
poblacion japonesa (Yoshimura et al., 1998;) como en una poblacion inglesa (Hingorani et
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al., 1999), en las cuales los grupos de pacientes muestran un incremento en las
frecuencias alélicas asi como en la distribucién genotipica, con respecto a los grupos
control (personas sanas) en cada poblacion, por lo que ademas de la presencia del alelo
Asp298 la respuesta de las poblaciones depende de otros factores ademas de la variante
en si.

Los resultados que aqui se presentan aportan informacién importante sobre la
distribucion del polimorfismo Glu298Asp del gen NOS3 en las cuatro poblaciones
estudiadas, estos resultados pueden ser Utiles para el disefio de investigaciones futuras
encaminadas a determinar la asociacion de este polimorfismo con enfermedades
cardiovasculares en las poblaciones de nuestro pais o como referencia de otros estudios

en diferentes poblaciones.
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8. CONCLUSIONES

Los resultados sobre el analisis de la frecuencia del polimorfismo Glu298Asp son
semejantes en las 3 poblaciones indigenas y éstas a su vez no muestran diferencias
significativas con respecto a lo encontrado en la poblacién mestiza. Las frecuencias
observadas en las poblaciones indigenas muestran homologia con los resultados
obtenidos en poblaciones asiaticas, no asi con poblaciones caucasicas, lo que pone de

manifiesto el origen asiatico de los pueblos indigenas americanos.
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9. ANEXO
9.1; Consentimiento informado.

INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL
CENTRO MEDICO NACIONAL SIGLO XXI
HOSPITAL DE PEDIATRIA
Unidad de Investigacion Médica en Genética Humana

CONSENTIMIENTO INFORMADO

Por medio de la presente acepto participar en el estudio cientifico denominado
“Analisis de la frecuencia del polimorfismo Glu298Asp de la enzima sintasa endotelial de
oxido nitrico en poblaciones indigenas y mestiza mexicanas”, cuya responsable es la Dra.

Haydeé Rosas Vargas.

El estudio que se me propone es Unicamente cientifico y sin otro interés, los

resultados serviran para obtener conocimiento sobre este polimorfismo.

Acepto donar una muestra de sangre (5 —10 ml) con la cual se realizara el estudio
cientifico, sabiendo que no se mencionara mi nombre en las publicaciones o

presentaciones que se hagan de la investigacion.

México D.F. a de de
Nombre del donante: . Firma:
Nombre del testigo : . Firma:
Nombre del testigo : . Firma:
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9.2 Tablas de Frecuencias Alelicas y Genotipicas y Pruebas de Chi-Cuadrada

Tabla 5. Prueba de chi-cuadrada de las frecuencias genotipicas
observadas en la poblacion Huasteca Teenek

Genotipo Observados(O) Calculados(C) O-C (O-C)c
GG 50 50.8625 -0.8645 0.0146
GA 15 13.273 1.727 0.2247
AA 0 0.8645 -0.8645 0.8645
65 0 1.1038

X°=3.84 2g| p<0.05

Tabla 6. Prueba de chi-cuadrada de las frecuencias genotipicas

observadas en la poblacion de Mayos Capomos

Genotipo Observados(C) Calculados(O) Oo-C (O-C)c
GG 64 64.5491 -0.5491 0.0047
GA 13 11.9042 1.0958 0.1009
AA 0 0.5467 -0.5467 0.5467
77 0 1.1038

X°=3.84 2gl p<0.05
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Tabla 7. Prueba de chi-cuadrada de las frecuencias genotipicas
observadas en la poblacion Mixe

Genotipo Observados(O) Calculados(C) Oo-C (O-C)/c
GG 23 23.088 -0.088 0.0003
GA 3 2.8262 0.1738 0.0107
AA 0 0.0858 -0.0858 0.00858
126 0 0.0958

X°=3.84 2g| p<0.05

Tabla 8. Prueba de chi-cuadrada de las frecuencias genotipicas
observadas en la poblacion Mestiza

Genotipo Observados(O) Calculados(C) O-C (O-C)c
GG 94 94.2795 -0.2795 0.0008286
GA 30 29.421 0.579 0.0113946
AA 2 2.2995 -0.2995 0.0390085

126 0 0.0512317

X°=3.84 2g| p<0.05
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9. ANEXO
9.3; Publicacion.

hirtp: s, jha. e du

Brief Communications

Endothelial Nitric Oxide Synthase Gene Polymorphism in the
Indian and Mestize Populations of Mexico

HAYDEE ROSAS-VARGAS ' ADRIAN FLORES-SEGIURA,'* RORIS GUIZADA-CLAURE,'
GILBERTO VARGAS-ALARCON,? JULIO GRANADOS,* FABIO SALAMANCA' AND
RAMON CORAL-VAZQUES"

Abstract Endothelivm-derived nitric exide (NOY 15 an important factor in
vasodilanon synthesized by endothehal nirie oxide synthase (eNOS) A
polymorphizsm (8904 G 1w T in exon 7 of the «NOS gene causes the comver-
sion of Glu to Asp in posiion 298, The Glu298Asp polymorphism has been
extensively associated with cardiovascular disease. We determined  the
Glu298Asp polymorphism frequency m healthy Mexican Mesbzo, Huastec,
Mayo, and Mayan populations by the endonuclease restricion method. The
four populations analyzed were in Hardy-Weinberg equilibrium. Allele fre-
quencies were similar among Mexican populatons but different when com-
pared with Caucasians. However, when compared with allele frequencies in
Astan populations, Mestizo and Huastee allele frequencies were significantly
different. Genotypically, only the Mestizos presented Asp298 homoeygosily.
The absence of double mutanls in Indian populations resembles thal in
Asians, With these data, we conclude that the low frequency of the eNOIS
Glu298Asp polymorphism in Indian and Mestizo populatons of Mexico 1s
related to the Asian origin of Amerindian groups.

Mitric oxide (NOJ is a uhiguitous molecule that functions as a mediator for a
number of biological functions (Moncada et al. 19913 NO s generated from the
conversion of L-arginine into L-citrulline by nitric oxide synthases (NOS) NOS
constitute a family of at least three major isoforms: endothelial NOS (@NOS),
neuronal MOS inNOS), and inducible NOS (iNOS) (Alderton et al. 20010, In en-
dothelium, NO is synthesized by the isoform eNOS coded by a 26-exon gene lo-

Winided de Imvesiigacicn Medicn en Genética Humann, Hospital de Pediatrin, Centio Médico Macional
Siglo XXI, México, DUF. Méxion.

“Diepariaments de Bickgin Celular, Instituis Maciom] de Cardislogin lpnscio O hiver, México, DU, Méx-
ico,

“Deparinmenio de Inmunologin ¥ Renmstobogin, Instieo Mocional de 1n Mutdcicn Salvedor Subican, Méx-
ico. DLE, Mémico.

*Ecpnl contribution made by both authors,

"Correspanding author.

Temman Biolegy, Fehnary 2003, v. 75, mo. 1. pp. 91896
Copwight © 2003 Wivne State U niversity Press, Detrait, Michigan 452001 1309
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caled on chromosome Tg35-36 (Marsden et al. 1993 ). The main role of endothe-
lium-derived NO (@NO) is the regolation of vascular one: nevertheless, eNO also
displays other functions such as the suppression of smooth muscle cell prolifera-
tion, platelet aggregation, and modulation of leukoeyle activation and adhesion
(Mathan and Xie 1994, It is not surprising that genetc polymorphisms within the
eNOY gene are associated with cardiovascular diseases as susceptbility factors.
farticularly, the polymorphism 894 GfT located in exon 7 has been associated
with endothelial dysfunction in coronary artery disease (Yoshimura et al. [995;
Hingorani et al. 1999; Liao et al. 1999), essential hypertension (Sheoji et al. 2000;
Jachymowa et al. 2001, and myocardial infarction (Shimasaki et al. 1998). The
presence of the variant 894 GIT causes the replacement of an Asp residue instead
of Glu at position 298 of the mature protein (Glu298Asp). This substitution po-
tentially promotes the cleavage of the enryme at this site, decreasing eNOS func-
tion (Tesauro et al, 2000; Fairchild et al. 2001). Previous population studies have
shown differences in genotype and allele frequencies; while the Japanese popula-
tion lacks Asp298 homozygotes (Yoshimura et al. 1998), the frequency for the
English population is 10.2% (Hingorani et al. 1999). In order to prove this rela-
tionship, il is important to know the distribution of these alleles in different popu-
lations. In the present study. we analyzed the allele and genotype frequencies of
the Glu298Asp polymorphism in a Mexican Mestizo and three Mexican Indian
populations.

Materials and Methods

A total of 294 healthy individoals from four different Mexican regional
groups was siudied. distributed as 126 Mestizos, 65 Huastees, 26 Mayan, and 77
Mayos, In all cases the individuals, their parents, and their grandparents were
born in the same town and speak their Amerindian language, except for the Mes-
iz group, which speaks Spanish. The definition of “Mexican Mestizo™ was con-
sidered as in Gamboa et al. (2000), The Huastec population studied belongs to the
Teenek ethnic group from the state of San Luis Potost in central Mexico; the
Mayan Mixe population inhabits the state of Oaxaca in southeastern Mexico; and
the Mayo Capomos reside in the state of Chihuahua in northern Mexico,

A sample of peripheral blood was obtained from all individuals, and ge-
nomic DNA was purified by standard methods, The genotyping of the «NOS
Glu298 Asp polymorphism of each individual was determined by polymerase
chain reaction (PCR) followed by enzyme restriction. The sequence of the flank-
ing inwonic primers used for the amplification of exon 7 was 5-CATGAG-
GETCAGCCCCAGAAC-3 (sense) and 5 -AGTCAATCCCTTTGOTGGTCA
C-3 (antisense) (Hingorani et al. 1999), PCR assays were realized in the presence
of 200 ng genomic DNA, 10 pmol each primer, 0.2 mM decxynueleotide triphos-
phates. 3 mM magnesium chloride, 50 mM potassium chloride, 20 mM TRIS-hy-
drochlorie acid (pH 8.4), and autoclaved distilled water to 25 L. The thermoey-
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cling procedure consisted of denaturation at 94°C for 30 sec. annealing at 60°C
For 30 sec, and extension at 72°C for 30 see, repeated for 30 cyeles. The PCR
product was divided in equal parts for endonoclease digestion with enzymes
Banll and Mbol. respectively, during 16 hours at 37°C. The 206-base-pair (bp)
PCR product is cleaved into 124-bp and 82-bp fragments with Banll in the pres-
ence of a G at nucleotide 894 (which corresponds to Glu298 allele ). but notinits
ahsence. As complement, Mbol generates 119-bp and 87-bp fmgments in the
presence of a T at nueleotide 894 (which corresponds 1o Asp298 allele ). bul notin
its absence. Resiriction products were resolved by electrophoresis on a 2.5%
agarose gel stained with ethidiom bromide.

Results and Discussion

The frequency of the e NOS Glu298Asp polymorphism was evaluated in dif-
ferent healthy Indian and Mestizo Mexican populations, Figure 1 shows a repre-
sentative agarose gel loaded with three PCR products afier digestion with Banll
and Mbaol. respectively. Distribution of allelic and genotype frequencies is shown
in Table 1. The observed and expected frequencies are in Hardy-Weinberg equilib-
rium in all populations. Glu298 frequency was 0865, 0L885, 0,942, and 0.920 for
Mestizo, Hoastec, Mayan, and Mayo, respectively: Asp298 frequency was (0,135,
0,115, 0,058, and 0.08, in the same order. Glw'Glu and GlufAsp genotypes were
detected in all populations; however, Asp/Asp genotvpe was present only in the
Mestizo group with a frequency of 0.1 60, Glu/Glu frequencies were 0,746, 0,769,
0.885, and 0.83] for Mestizo, Huastee, Mayan, and Mayo populations, respective-
ly: GludAsp frequencies were 0.238, 0.231. 00115, and 0.1 69, in the same order.

M 1 2

L
.
U
b=y

— 206
— 124119
— BWE2
Figure 1. Genotypic determination of the polymarphism at cocdon 298 of the eNOW gene. A garose

electrophoresis of PCR products after endonuclease restriction with enzymes Banll
(lane=s 1. 3, 5) and Mkl (lanes 2. 4, &), Lanes 1-2, Glu/Gln homoeygote, lanes 3-4,
GlufAsp heterorygole, lanes 5-6, AspfAsp homozygote. M, 50-bp ladder. DNA Frag-
ment sizes, in base pairs, are indicated by numbers on the right.
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Takle 1. Genotype and Allele Frequencies of the Glu298Asp Polymorphism in the
Huastee, Mayan, Mayo and Mexican Mestizo Populations

FPopilanion CaleeCalni Gl Aspiisp Tonal (5 Asp Tital

Mestizo ol 30 2 126 218 i 252
(7460 (23.8) 11.6] (86.5) (13.5)

Huastec S0 15 o [ 115 15 130
(7650 (23.1) (0 (88.5) (11.5)

Mayan 23 3 a 25 49 3 52
(BE.5) (11.5) (0 (94.2) (5.8)

Mayo fid 13 1] 77 141 13 154
(R3.13 (16.59 104 (9201 (8.0

Table 2. Allele frequencies of the «NOS Glu298Asp Polymorphism n Varous Popula-
tions

Fapulation (] il 228 Asp298 Reference
Mestizos (Mexioo) 126 084 14 Present study
Huastecs (Mexioo) 65 0.88 0.12 Present study

Mayan (Mexico) 26 0.54 0.06 Present study

Mayas (Mexico) 7 042 (0.8 Present study
Cancasians (England) 138 0.69° 3k Hingorani et al. 1%
Cancasians (Australia) 763 (6T .33k Caietal. 1999
Ausians (Japan) 100 (.96 oo Yoshimura el al. 1998

Note: The distributions of allele frequencies obtained in our popalations (Indian and Mexican Mesti-

vos) were compared o those previously described in other populations (Caucasian and Asians) using

the: chi-square test.

a. Decreased Frequency when compared to Mestizo, Huastec, Mayan, Mayo, and Asian populations
[ < DOAS).

b Increasad frequency when compared to Mestizo, Huastec, Mayan, Mayo. and Asian populations
(= DOS5).

¢. Increased frequency when compared o Mestizo, Huasteo, and Cavcasian (English and Ausiralian)
populations (@ = 0053,

d. Decressed frequency when compared o Mestizo, Huastec, and Caucasian (English and Ausiralian)
populations (< 005).

As shown in Tahle 2. allele frequencies are not different among Mexican
populations, but some differences are detected when compared to those reported
in other populations. Statistical analysis showed a decreased frequency of allele
Asp298 in all Indian and Mestizo Mexican populations when compared to En-
glish Cavcasians (p < 0.05). On the other hand, allele Asp298 showed an in-
creased frequency in Mestizos and Huastees when compared (o Asians (p < 0,05);
interestingly, this difference is not extensive in Maya and Mayo populations.
Thus. the frequency distributions for Mexican Meslizos seems Lo be the result of
the genetic admixture between Indian and Caneasian genes (Lisker et al. 1990).
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Meanwhile. Mayo and Mayan allelic distributions resemble those of the Japanese
population, and seem o be related to the ancient Asian origin of their ancestors
(Cavalli-Slorza et al. 1994). In the case of Huastees, there seems (o be some in-
cipient admixture despite the previous evaluation of parental arigin { Varg as-Alar-
can, unpublished data).

In several populations the Glu298Asp polymorphism has been associated
with the risk of cardiovascular disease (Shimasaki et al. 1998; Yoshimura et al.
1998; Cai et al. 1999:; Hingorani et al. 1999}, The results of the present work
contribute to knowledge of the allele distribution of the ¢NOS Glu298 Asp poly-
morphism in the Mexican population, which is impertant in establishing the rela-
tionship between this polymorphism and genetic susceptibility to developing car-
dicwvascular disease. Further studies directed at correlating the eNOS Glu298Asp
polymorphism with diverse cardiovascular diseases in a large number of individ-
nals would be helpful to elucidate the true clinical implications of this polymor-
phism in the Mexican population.

Recenved 13 December A0, vevision recerved 30 Angust 2002
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