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RESUMEN 

 

El óxido nítrico derivado de endotelio es una molécula importante en la fisiología 

cardiovascular, particularmente en la vasodilatación, esta molécula es sintetizada por la 

sintasa endotelial de óxido nítrico (eNOS). El polimorfismo Glu298Asp (894 G→T) en el 

exón 7 causa la conversión de Glutamato a Aspartato en el codón 298. Este polimorfismo 

ha sido asociado a enfermedades cardiovasculares en diversas poblaciones. En este 

trabajo se determinó a través del método de restricción 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 caucásicas. Sin embargo, al hacer la comparación con poblaciones asiáticas, 

las poblaciones de Huastecos y mestizos difieren significativamente. Genotípicamente 

sólo la población mestiza presentó homocigotos para el alelo Asp298. La ausencia de 

homocigotos para el alelo Asp298 en las poblaciones indígenas es similar a los datos 

registrados en poblaciones japonesas, así como en la población coreana y china, lo cual 

aunado a la baja frecuencia del polimorfismo Glu298Asp en las poblaciones mestiza e 

indígenas mexicanas puede estar relacionado con el origen asiático de las poblaciones 

amerindias. 
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1. INTRODUCCIÓN 
 
1.1 ÓXIDO NÍTRICO 
 

El óxido nítrico (NO) es un radical libre de relativa estabilidad debido a que posee 

un electrón desapareado en el orbital 2p. Cuando el óxido nítrico se encuentra a 

temperatura ambiente es un gas incoloro (Lozano y Vigata, 1989) cuya solubilidad es de 

1.9 mM/atm en solución acuosa, similar a la del oxígeno molecular. Debido a su 

naturaleza no polar y relativa estabilidad el NO puede difundir a una tasa de 50 µm/s en 

solución acuosa (Loscalzo, 2000). Su vida media in vivo es de aproximadamente 10s 

debido a su rápida oxidación en nitritos (NO2
-) y nitratos (NO3

-) como resultado de la 

reacción con el oxígeno y el anión superóxido O2
- (Datillo, 1997), además 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 agregación plaquetaria y la 

agregación leucocitaria a endotelio, así como en la regulación de la actividad mitótica de 

células de músculo liso, el tono vascular, la quimiotaxis monocítica, etc., que representan 

funciones de importancia fundamental en la fisiología cardiovascular.  

 

 El NO sintetizado biológicamente se libera a partir de L-arginina y oxígeno 

molecular en la reacción catalizada por una familia de isoenzimas llamadas sintasas de 

óxido nítrico (NOS, por sus siglas en inglés: Nitric Oxide Synthase). Estas enzimas 

presentan diferentes propiedades entre sí, dependiendo del tejido en donde se 

encuentran, lo que sugiere algún tipo de metabolismo particular, de acuerdo a la función 

en cada tipo de tejido. El NO se origina a partir de la oxidación de uno de los átomos de 

nitrógeno terminales del aminoácido L-arginina por las NOS, teniendo a NG-Hidroxi-L-

arginina (NHA) como intermediario (Hemmens y Mayer, 1997) (Fig.1). El principal 

regulador de la actividad del NO es el anión superóxido, que es producido bajo 

condiciones fisiológicas como parte normal del metabolismo y puede reaccionar con otras 

especies reactivas de oxígeno o ser degradado por la enzima superóxido dismutasa a 

peróxido de hidrógeno y oxígeno. 
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L-Arginina               NG-Hidroxi-L-Arginina            L-Citrulina         Oxido Nítrico 

Figura 1. Reacción de las enzimas sintasas de óxido nítrico (NOS). Las NOS catalizan la 
conversión de L-Arginina en L-Citrulina en presencia de Nicotinamida Dinucleótido Fosfato reducido 
(NADPH) y oxígeno molecular, todas las NOS utilizan L-Arginina como sustrato. 
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1.1.1 SINTASAS DE ÓXIDO NÍTRICO 
 

De las enzimas sintasas de óxido nítrico se han identificado tres isoformas 

principales: dos constitutivas, la neuronal (nNOS; tipo I) y la endotelial (eNOS, tipo III); así 

como una forma inducible (iNOS; tipo II). La nNOS está presente principalmente en 

músculo y tejido nervioso, mientras que la eNOS se encuentra en endotelio (Alderton et 

al., 2001). La iNOS fue identificada inicialmente en macrófagos, tiene la característica de 

unirse a calmodulina (CaM) a bajas concentraciones de calcio, por lo que es considerada  

independiente de calcio; esta isoforma es de expresión más generalizada, incluye células 

endoteliales, músculo liso vascular, miocitos y neutrófilos, además de los ya mencionados 

macrófagos. Usualmente iNOS no se encuentra presente en las células bajo condiciones 

fisiológicas, sin embargo se expresa después de la estimulación 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 unión a tetra-

hidrobiopterina (BH4) y a L-arginina, mientras que el dominio reductasa contiene sitios  

para Flavina Mononucleótido (FMN), Dinucleótido Flavina Adenina (FAD) y Dinucleótido 

Nicotinamida Fosfato reducido (NADPH) (Alderton et al., 2001). Las NOS muestran una 

homología entre sí, de 50-60% aproximadamente, particularmente en el extremo carboxilo 

terminal (Datillo, 1997). 

 

Las NOS han sido caracterizadas como hemoproteínas tipo citocromo P450, que 

requieren BH4, FMN y FAD como cofactores, y catalizan la oxidación dependiente de 

NADPH de L-arginina para formar L-citrulina y NO. BH4 es esencial para realizar el 

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

 

Las NOS están reguladas mediante la interacción con CaM, lo cual resulta 

necesario para la actividad enzimática en las tres isoformas. La dependencia de Ca++ en 

la síntesis de NO es notable en las enzimas nNOS y eNOS ya que, a diferencia de iNOS, 

requieren altas concentraciones de Ca++. La unión de CaM incrementa la tasa de 

transferencia de electrones a partir de NADPH a las flavinas del dominio reductasa. La 

fosforilación de las NOS endotelial y neuronal también tiene un efecto regulatorio sobre la 

actividad enzimática, así lo reportan Fulton et al. (2001) en la fosforilación de la Serina 
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1179 (Ser1179) de eNOS, la cual incrementa el flujo de electrones a través del dominio 

reductasa y un incremento en la producción de NO, mientras que la fosforilación de la 

Ser847 de nNOS, por una cinasa dependiente de CaM, lleva a una disminución de la 

actividad de nNOS. 

 

Los genes de las sintasas de óxido nítrico muestran una estructura genómica 

similar, lo que sugiere la existencia de un gen ancestral común en humanos. El gen NOS1 

que codifica la nNOS se ubica en el locus 12q24.2 – 24.3 y está constituido por 29 

exones. Para la nNOS se han identificado 4 variantes por “splicing”, nNOSβ, nNOSγ, 

nNOSµ y nNOS-2. El gen NOS2 que codifica la iNOS, se encuentra localizado en 17cen – 

q11.2 en el cromosoma 17, constituido por 26 exones y con un tamaño aproximado de 37 

kilobases (Kb). (Alderton et al., 2001). El gen NOS3 que codifica la eNOS se localiza en el 

locus 7q35 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). 
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Tabla 1. Características de las isoformas de sintasas de óxido nítrico humanas. 

(Modificado de: Hemmens y Mayer, 1997) 

Isoforma Abreviatura Locus Expresión Tejido 

NEURONAL nNOS 

Tipo I 

12q24.2-12q24.3 Constitutiva       

Ca++ dependiente 

Células neuronales 

y de músculo 

esquelético 

INDUCIBLE iNOS 

Tipo II 

17cen-17q11.2 Inducible mediante 

proceso inflamatorio 

Ca++ independiente 

Músculo Liso, 

macrófagos, 

miocitos, neutrófilos. 

ENDOTELIAL eNOS 

Tipo III 

7q35-7q36 Constitutiva       

Ca++ dependiente 

Células 

endoteliales, 

epiteliales y de 

músculo liso 
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1.1.2 SINTASA ENDOTELIAL DE ÓXIDO NÍTRICO  
 

La eNOS es la isoforma responsable de la homeostasis cardiovascular, regulación 

de la presión sanguínea 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 distribuída en 26 exones (Marsden et al., 1993), los cuales dan 

origen a una proteína de 1205 aminoácidos, 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 unión a factores de transcripción, como el receptor de estrógeno y miembros de las 

familia Ets, Sp3, MAZ y YY1 (German et al., 2000), ya que es un gen de expresión 

constitutiva. 

 

La enzima eNOS es una NADPH-oxidasa dependiente de calcio, el NO producido 

por esta isoforma regula el tono vascular mediante una vía de señalización dependiente 

de guanosin monofosfato cíclico (cGMP), además el NO tiene efectos independientes de 

cGMP dentro de la vasculatura, como es la inhibición de la adhesión leucocitaria (Wang et 

al., 2000). 

 

La eNOS es una proteína periférica de la membrana celular, que aunque no tiene 

alguna fracción hidrofóbica transmembranal, se encuentra localizada principalmente en 

microdominios especializados, denominados caveolas, que se caracterizan por la 

presencia de la proteína caveolina. Las caveolas son pequeñas invaginaciones de la 

membrana plasmática (Karantzoulis-Fegaras et al., 1999), que en algunos casos tiene 

presentes algunos receptores e inclusive proteínas G (Arnal et al., 1999), la presencia de 

la eNOS en estos microdominios hace suponer que la enzima desempeña alguna 

interacción en la transducción de señales. 

 

De las tres isoformas principales de las NOS, la eNOS es la única que está sujeta 

a N-miristoilación co-traduccional, y palmitoilación de cisteínas post-traduccionalmente, 

ambos procesos son necesarios para la localización 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 miristoilación del residuo de glicina en la posición 2 es irreversible, la 

palmitoilación de las cisteínas 16 y 26 (Hemmens y Mayer, 1997) es reversible. 

Probablemente la despalmitoilación contribuye a la disociación de la enzima de la caveola 
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(Arnal et al., 1999). La eNOS localizada dentro de las caveolas de la membrana 

plasmática 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 activándose así la eNOS (Kharbanda y 

Deanfield, 2001). 

 

La fosforilación es un mecanismo importante como regulación post-traduccional en 

algunas proteínas, en el caso de la eNOS la fosforilación puede ocurrir en residuos de 

serina, treonina y tirosina. Algunos sitios potenciales de fosforilación en la eNOS son la 

serina 1117 (Ser1117) que se encuentra en el dominio reductasa, y la treonina 495 (Thr495) 

dentro del dominio de union a CaM, y la treonina se ha encontrado fosforilada en todas las 

eNOS de células endoteliales. Los cambios en la fosforilación de la Thr495 están asociados 

a estímulos 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 ÓXIDO NÍTRICO EN EL ENDOTELIO 

 
El endotelio es una capa de células que cubre la superficie de los vasos 

sanguíneos y está presente en todo el sistema circulatorio, actúa 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 función de las células mediante la 

liberación de moléculas localmente activas o la expresión de moléculas en la superficie 

del endotelio que actúan como receptores de moléculas complementarias de las células 

circulantes, regula el tono vascular, adhesión celular, coagulación inflamación y 

permeabilidad (Kharbanda y Deanfield, 2001). Es capaz de producir y reaccionar a varios 

mediadores activos, entre los que se encuentran las endotelinas, la angiotensina II, las 

prostaciclinas y el óxido nítrico (Kharbanda y Deanfield, 2001), entre otros. Esos factores 

actúan de manera coordinada, permiten que la vasodilatación o vasoconstricción sean 

balanceadas localmente y regulan la resistencia de la capa vascular, manteniendo un 

nivel estable de perfusión del tejido, además tienen efecto sobre funciones endoteliales 

como la adhesión 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 

músculo liso (Kharbanda y Deanfield, 2001). Al difundir hacia músculo 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 relajación del músculo liso (Kharbanda y Deanfield, 

2001). El NO derivado de endotelio inhibe la adhesión leucocitaria a endotelio inhibiendo 

la expresión de moléculas de adhesión, por lo que la alteración en la liberación de NO por 

el endotelio puede favorecer la adhesión de monocitos al endotelio, provocando 

acumulamiento e infiltración a la íntima, lo que ocasiona depósitos grasos. También inhibe 

la proliferación de células de músculo liso, mediante la inhibición de la síntesis de ADN 

(Dattilo y Makhoul, 1997).  
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1.3 POLIMORFISMOS EN EL GEN NOS3 Y SU ASOCIACIÓN CON PATOLOGÍAS 

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 nucleótido o de un fragmento, ya 

sea por sustitución, deleción, inserción o duplicación, ya que estos cambios pueden 

representar un factor genético de predisposición 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 población puede ofrecernos datos 

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

 

Los últimos adelantos en la investigación clínica molecular han permitido visualizar 

un panorama más completo con respecto a la etiología de las enfermedades. La medicina 

genómica nos demuestra reiteradamente cómo la mayoría de las patologías son de 

carácter multifactorial e incluyen un componente genético como factor determinante o de 

susceptibilidad. En este ámbito, es importante considerar la existencia de variantes 

polimórficas o polimorfismos en la secuencia genómica. Estos polimorfismos consisten en 

cambios de una o más bases que se presentan en >1% de la población. 

  

Específicamente los polimorfismos de un sólo nucleótido 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 proteínas se inició en la década de 1980, principalmente 

en enzimas metabólicas (Knudsen et al., 2001). Estos cambios en la secuencia de ADN 

contribuyen en las características individuales, la variación fenotípica, predisposición 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 variación de los rasgos fenotípicos 

(The International SNP Map Working Group, 2001). 

 

La participación del óxido nítrico en la homeostasis de la presión sanguínea ha 

dado origen a numerosas investigaciones concernientes a la asociación de polimorfismos 

en alguno de los tres genes de las NOS o anormalidades en su regulación celular con 
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problemas de hipertensión.   

Como resultado de esos estudios se han identificado diversos polimorfismos 

dentro del promotor y la región codificadora del gen NOS3 con potencial para alterar la 

expresión de la proteína eNOS o su función, entre los que se encuentran los localizados 

en la posición –786 en la región que flanquea el extremo 5’ del gen, en el exón 7 (894 

G/T), en el intrón 4 hay un VNTR (repetidos en tandem de longitud variable, por sus siglas 

en inglés), en el intrón 11 (30 A/G), el intrón 18 (27 A/C) y en el intrón 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 sustitución de T por C, 

en la posición -786 en la región 5’ del gen NOS3 fue asociada con espasmo coronario en 

una población japonesa (Nakayama et al., 1999) y este mismo cambio fue relacionado 

con enfermedad de arteria coronaria, en población española (Álvarez et al., 2001). Por 

otra parte el repetido de 27 pares de bases en el extremo 5’ del intrón 4 fue relacionado 

con el riesgo de enfermedad coronaria en una población australiana (Cai et al., 1999; 

Wang et al., 1996), también se demostró que es un factor de riesgo de aborto idiopático 

(Tempfer et al., 2001). La sustitución de G por T en la posición 894 (Glu298Asp), que 

ocasiona el cambio de Glutamato a Aspartato en el codón 298, también fue asociada con 

un incremento en el riesgo de espasmo coronario, infarto al miocardio e hipertensión 

(Fairchild et al., 2001; Hingorani et al., 1999; Yoshimura et al., 1998; Jáchymová et al., 

2001). Shoji et al., (2000) lo asocian con hipertensión en una población del norte de Japón 

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 α1-

antitripsina. 

 

Se cree que los polimorfismos dentro de los exones del gen NOS3 en pacientes 

con enfermedades coronarias o hipertensión pueden afectar la función 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 creación de una unión lábil entre el Asp298 y la 

Pro299, particularmente en el extremo carboxilo terminal del Asp298 (Fairchild et al., 2001), 

por lo que la sustitución de glutamato por aspartato podría afectar en la función catalítica 

de la eNOS (Fairchild et al., 2001) y por lo tanto podría también influir en la sobrevivencia 

de los no portadores, ya que la selección natural actúa contra alelos deletéreos. 
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Hingorani et al., (1999) observaron una proporción de 0.359 de homocigotos para 

la variante Asp298 en 298 pacientes con enfermedad en arteria coronaria en un estudio 

realizado en una población inglesa, lo cual resulta significativamente más alto que lo 

calculado a partir de los individuos control, en quienes se determinó una proporción 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 asociación entre el alelo Asp298 de la 

enzima eNOS y 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 población japonesa (Yoshimura et al., 1998) se encontraron resultados 

semejantes en cuanto a la asociación de la variante Asp298 con la manifestación de 

enfermedades cardiacas. De esta manera, existe una evidente asociación entre la 

presencia del alelo Asp298 y el desarrollo de enfermedades cardiacas, si bien no como 

única causa primaria, sí como un factor de predisposición. Cabe resaltar que aún 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% y 

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 más poblaciones tanto de manera abierta, así como en grupos 

seleccionados con alguna patología cardiovascular. 
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Tabla 2. Frecuencias alélicas del polimorfismo Glu208Asp   

del gen NOS3 en diversas poblaciones sanas, en el mundo 

 
Población N Glu298 Asp298 Referencia 

 
Caucásicos 
Inglaterra 

 
138 

 
0.69 

 
0.31 

 
Hingorani et al., 1999 

Caucásicos 
Australia 

763 0.67 0.33 Cai et al., 1999 

Italia 114 0.68 0.32 Colombo et al., 2002 
 

Japón 100 0.96 0.04 Yoshimura et al., 
1998 

Japón –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 
 

 

1  2  3  4              5  6  7  8      9           10 11 12 13   14 15 16  17 18 19   20   21 22    23     24 25 26 
Promotor 

Intrón 4 VNTR 

Exón 7 894G/T Intrón 18 27 A/C Intrón 23 10 G/T 

Intrón 

 

Exón 

 
 

Sitio de inicio de 
la transcripción 

-1468 T/A -922 G/A 

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

Ap-1 = Proteína activadora 1 
Ap-2 = Proteína activadora 2 
SHEAR = Elemento de respuesta a flujo 
               = Elementos de respuesta a estrógeno 

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

Intrón 11 30 A/G 

5’ 

5’ 

3’ 

3’ 
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2. JUSTIFICACIÓN 

 

La participación del NO en la regulación 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 país 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 área de estudio, sin embargo a la fecha no se han 

desarrollado estudios de este tipo en nuestro país. La mayoría de los estudios realizados 

en otras partes del mundo se han realizado en zonas urbanas, seguramente debido a la 

accesibilidad hacia los sujetos de investigación, 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 indígenas. En nuestro país las poblaciones indígenas representan 

aproximadamente 8% del total de la población (Manrique, 1994).  

 

Por otra parte, las teorías sobre la colonización del continente americano por poblaciones 

procedentes del continente asiático podrían relacionarse con la distribución de los alelos 

del polimorfismo Glu298Asp de la eNOS, por lo que resulta importante realizar la 

caracterización de la frecuencia de estos alelos en las poblaciones mestiza e indígenas 

mexicanas. 
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3. OBJETIVOS 

 
Objetivo general: 

• Iniciar la determinación de la frecuencia del polimorfismo Glu298Asp de la enzima 

sintasa endotelial de óxido nítrico en población mestiza y algunas poblaciones 

indígenas mexicanas. 

 

Objetivos particulares: 

• Analizar la frecuencia del polimorfismo Glu298Asp de la enzima sintasa endotelial 

de óxido nítrico en las poblaciones indígenas mexicanas de Mayos,  Mixes y 

Huastecos. 

 

• Analizar la frecuencia del polimorfismo Glu298Asp de la enzima sintasa endotelial 

de óxido nítrico en la población mestiza del centro.  

 

• Comparar la frecuencia del polimorfismo entre las poblaciones indígenas y la 

población mestiza. 

 

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

poblaciones asiáticas y caucásicas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



                               Análisis de la frecuencia del polimorfismo Glu298Asp de la eNOS  

  Flores Segura 23 

4. MATERIAL Y MÉTODOS 
 
4.1 RECOLECCIÓN 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 realizó una encuesta sobre su lugar de nacimiento, así como de sus dos 

generaciones inmediatamente anteriores. La población Huasteca es originaria de San Luis 

Potosí, en el centro de México, la población Maya corresponde al estado de Oaxaca, en el 

suroeste de la República Mexicana, mientras que la población de Mayos reside en el 

estado de Chihuahua, en el norte del país (Fig.3). 

 

Todas las muestras de ADN correspondientes a las poblaciones indígenas fueron 

proporcionadas por el Dr. Vargas Alarcón, del Departamento de Fisiología del Instituto 

Nacional de Cardiología Ignacio Chávez. Las muestras de ADN de la población mestiza 

fueron obtenidas a partir de muestras de sangre periférica del Banco de Sangre del 

Centro Médico Nacional SXXI. Cada individuo participante firmó la carta de 

consentimiento informado (Anexo 1). 
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♠ 

♦ 

♣ 

♥ 

Figura 3. Localización geográfica de las poblaciones indígenas. 
Huastecos Teenek ♦, Mayas Mixes ♥, Mayos Capomos ♠ y población Mestiza  ♣. 
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4.2 EXTRACCIÓN DE ADN 

 
A partir de las muestras de sangre periférica se realizó la extracción de ADN de 

leucocitos, mediante el método de sales hipertónicas, el cual se describe brevemente a 

continuación: 

 

La muestra de sangre periférica se centrifugó a 3,500 rpm por 10 minutos, la 

interfase de leucocitos se separó por aspiración y se colocó en tubos de ensayo limpios, 

los eritrocitos que aún estaban en la muestra se sometieron a lisis mediante la solución  

RCLB (del inglés: Red Cell Lysis Buffer; TRIS 10 mM pH 7.6, MgCl2 5 mM y NaCl 10 mM). 

La pastilla de leucocitos se resuspendió en 60 µl de NaCl 5 mM y se trasvasó a un tubo 

de 1.5 ml, se añadió además 30.65 µl de SDS al 10% para lisar las células y se agitó 

vigorosamente con la pipeta, dejándose incubar por 5 minutos a temperatura ambiente, 

posteriormente se agregaron 205.3 µl de NaCl saturado, mezclando mediante pipeteo 

nuevamente y se incubó por 5 minutos más, a temperatura ambiente. Enseguida se 

centrifugó por 15 minutos a 15000 rpm, recuperando el sobrenadante y colocándolo en un 

tubo nuevo de 1.5 ml, se mezcló con 2 volúmenes de etanol absoluto para precipitar el 

ADN. Sin centrifugar se eliminó el sobrenadante y se lavó el precipitado 3 o 4 veces con 

etanol al 75% hasta que se liberó de sales, por último se dejó secar a temperatura 

ambiente y se resuspendió en agua estéril. 

 

Para determinar la concentración y pureza del ADN genómico obtenido, se 

analizaron las muestras por  espectrofotometría a 260 nm y 280 nm, la absorbancia a 260 

nm multiplicado por la dilución (1/50) y la constante de 1 densidad óptica = 50 ng de ADN 

(Sambrook et al., 1989) es igual a la concentración de cada muestra, en tanto la relación 

260/280 indica la pureza de la muestra, la cual es óptima entre 1.8 y 2.0. Posteriormente  

una alícuota de cada muestra se corrió en gel de agarosa al 1% teñido con bromuro de 

etidio  para observar la integridad del ADN. 
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4.3 REACCIÓN EN CADENA DE LA POLIMERASA  
   

A partir de las muestras de ADN se amplificó mediante la reacción en cadena de la 

polimerasa (PCR) el exón 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 reacción bajo las siguientes condiciones: 

 

200 ng de ADN genómico 

1.5 U de Taq polimerasa  

10 pmol de cada primer  

0.2 mM de dinucleótidos trifosfatados (dNTP’s) 

3 mM de Cloruro de magnesio 

50 mM de Cloruro de potasio 

20mM de Tris-HCl (pH 8.4) 

  agua destilada a un volumen final de 25 µl 

 

Las condiciones de PCR (30 ciclos) fueron: 

 

Desnaturalización inicial 5 min. a 94°C 

Desnaturalización   30 seg. a 94°C  

Alineamiento    30 seg. a 60°C                 30 ciclos 

Extensión   30 seg. a 70°C 

 

Se analizó una alícuota de los productos de PCR de 206 pares de bases (pb) 

obtenidos mediante esta reacción en geles de agarosa al 2%, teñidos con bromuro de 

etidio y digitalizados mediante el programa Digital Imaging System IS1000. 
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4.5 ANÁLISIS DE RESTRICCIÓN POR ENDONUCLEASAS 

 

La sustitución de G → T en la posición 894 (Glu298Asp) ocasiona un cambio en el 

sitio de reconocimiento para enzimas de restricción (Fig. 4A), por lo que se realizó un 

ensayo de restricción con una alícuota (10µl) del producto de PCR de 206 pb con las 

enzimas BanII y MboI. La enzima BanII reconoce el alelo silvestre (G en la posición 894), 

mientras que MboI reconoce el alelo mutante (T en la posición 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%, teñido con bromuro de etidio. 

 

BanII      MboI 

 

 10 µl de producto de PCR 10 µl de producto de PCR 

4 U de BanII (New England Biolabs)  4 U de MboI (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 HCl 

      10 mM Acetato de magnesio       10 mM MgCl2 

      1 mM DTT          1 mM DTT 

      pH 7.9          pH 7.9 

 Agua a un volumen final de 25 µl   Agua a un volumen final de 25 µl 

 

 

 

5. ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

 

Para el análisis estadístico de los resultados obtenidos a partir de las 4 

poblaciones se realizó la prueba de x2 (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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             5’ ---CCAGATGAGTCCCCCAGAA--- 3’ 
 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ban II (silvestre) 
124 + 82 = 206 pb 
 
MboI (mutante) 
119 + 87 = 206 pb 

Figura 4. A) Sitios de reconocimiento y corte de las enzimas BanII y MboI. 
 B) Tamaño de los fragmentos generados a partir de la restricción con ambas enzimas. 

A)                                                                     B) 

894 
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6. RESULTADOS 

 

Se analizó la frecuencia de los alelos del polimorfismo Glu298Asp de la eNOS a 

partir de muestras de ADN de las siguientes poblaciones: 65 individuos de población 

Huasteca, 77 individuos de la población de Mayos, 26 individuos de la población de 

Mayas, así como de 126 individuos de la población mestiza mexicana. A partir de estas 

muestras de ADN se amplificó un fragmento correspondiente al exón 7 del gen NOS3,  

generando un producto de PCR de 206 pb (Fig. 5). En la figura 6 se observa el patrón de 

restricción de los productos obtenidos de la PCR, digeridos con las enzimas BanII y MboI, 

que reconocen G en la posición 894 (Glu298) y T en la posición 894 (Asp298)  

respectivamente. 

 

La distribución genotípica del codón 298 del gen NOS3 fue de 0.770 para Glu/Glu, 

Glu/Asp 0.230 y 0.0 para Asp/Asp en la población Huasteca, con frecuencia alélica de 

88.5% para Glu y 13.5% de Asp, en la población de Mayos los resultados muestran una 

distribución 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 distribución en la población 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 población mestiza se 

observó una distribución genotípica 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 distribución de los genotipos no difiere significativamente (1.07 vs. x2=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. x2=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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 1       2     3      4       5     6       7 

200 pb 

100 pb 

Figura 6. Determinación genotípica del polimorfismo Glu298Asp.  Carril 1: marcador de peso molecular 
de 50 pb; carriles 2, 4, y 6 digestión con BanII; carriles 3, 5 y 7 digestión con MboI. 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. 

206 pb 
112/119 pb 
82/87 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 Amplificación del exón 7 del gen NOS3, con un tamaño 
de 206 pb. C- control negativo sin ADN. 

206 pb 

   M   1    2     3     4    5     6    7    8     9   10   c-  
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Tabla 3. Frecuencias genotípicas y alélicas del polimorfismo Glu298Asp del gen NOS3 

 Glu/Glu Glu/Asp Asp/Asp Total Glu Asp Total 

Huastecos 50 

(77.00%) 

15 

(23.00%) 

0  

(0.0%) 

65 115 

(88.50%) 

15 

(11.50%) 

130 

Mayos 64 

(83.10%) 

13 

(16.90%) 

0   

(0.0%) 

77 141 

(91.50%) 

13 

(8.50%) 

154 

 

Mestizos 94 

(74.60%) 

30 

(23.80%) 

2 

   (1.60%) 

126 218 

(86.50%) 

34 

(13.50%) 

252 

 

Mayas 23 

(88.46%) 

3  

(11.54%) 

0    

  (0.0%) 

26 49 

(94.23%) 

3  

  (5.77%) 

52 

 

 

 

 

 
Tabla 4. Frecuencias alélicas del polimorfismo Glu298Asp en diferentes poblaciones 

Población 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 

Caucásicos (Inglaterra) 138 0.69a 0.31b Hingorani, et al. 1999 

Caucásicos (Australia) 763 0.67a 0.33b Cai, et al. 1999 

Asiáticos (Japón) 100 0.96c 0.04d Yoshimura et al. 1998  

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

y Asiática (p < 0.05). 

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

y Asiática (p < 0.05). 

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

(Inglaterra y Australia) (p < 0.05). 

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

Caucásicos (Inglaterra y Australia) (p < 0.05). 
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7. DISCUSIÓN 

 

En este trabajo se analizó 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 sí en las 

distribución genotípica 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 indígenas estudiadas.  

En relación con trabajos en que se han reportado estudios similares en diferentes  

poblaciones, las frecuencias alélicas y la distribución genotípica que se reportan en este 

estudio tanto en población mestiza como en las poblaciones indígenas son semejantes a 

lo observado en las poblaciones asiáticas 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 caucásicas 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 asiáticas pone de 

manifiesto la influencia asiática en los orígenes étnicos de las poblaciones mexicanas, no 

obstante al mestizaje al que se hayan visto sujetas (Cavalli-Sforza, 1997). Esto al parecer 

ocurre en la población mestiza, ya que sólo en esta población se encontraron 

homocigotos para el alelo Asp298. Sin embargo esto puede ser confirmado a través del 

estudio de otras poblaciones en nuestro país y así observar el comportamiento de la 

frecuencia de los alelos. 

 

En los estudios realizados en diversas poblaciones se ha encontrado asociación 

de este polimorfismo con el padecimiento de enfermedades cardiovasculares, tanto en la 

poblacion japonesa (Yoshimura et al., 1998;) como en una población inglesa (Hingorani et 
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al., 1999), en las cuales los grupos de pacientes muestran un incremento en las 

frecuencias alélicas así como en la distribución genotípica, con respecto a los grupos 

control (personas sanas) en cada población, por lo que además de la presencia del alelo 

Asp298 la respuesta de las poblaciones depende de otros factores además de la variante 

en sí. 

Los resultados que aquí se presentan aportan información importante sobre la 

distribución del polimorfismo Glu298Asp del gen NOS3 en las cuatro poblaciones 

estudiadas, estos resultados pueden ser útiles para el diseño de investigaciones futuras 

encaminadas a determinar la asociación de este polimorfismo con enfermedades 

cardiovasculares en las poblaciones de nuestro país o como referencia de otros estudios 

en diferentes poblaciones. 
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8. CONCLUSIONES 

 

 Los resultados sobre el análisis de la frecuencia del polimorfismo Glu298Asp son 

semejantes en las 3 poblaciones indígenas y éstas a su vez no muestran diferencias 

significativas con respecto a lo encontrado en la población mestiza. Las  frecuencias 

observadas en las poblaciones indígenas muestran homología con los resultados 

obtenidos en poblaciones asiáticas, no así con poblaciones caucásicas, lo que pone de 

manifiesto el origen asiático de los pueblos indígenas 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 Investigación Médica en Genética Humana 

 

CONSENTIMIENTO INFORMADO 

 

Por medio de la presente acepto participar en el estudio científico denominado 

“Análisis de la frecuencia del polimorfismo Glu298Asp de la enzima sintasa endotelial de 

óxido nítrico en poblaciones indígenas y mestiza mexicanas”, cuya responsable es la Dra. 

Haydeé Rosas Vargas. 

  

 El estudio que se me propone es únicamente científico y sin otro interés, los 

resultados servirán para obtener conocimiento sobre este polimorfismo. 

 

Acepto donar una muestra de sangre (5 –10 ml) con la cual se realizará el estudio 

científico, sabiendo que no se mencionara mi nombre en las publicaciones o 

presentaciones que se hagan de la investigación. 

 

 

 

 

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 Genotípicas y Pruebas de Chi-Cuadrada 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Tabla 5. Prueba de chi-cuadrada de las frecuencias genotípicas 

 observadas en la población Huasteca Teenek 

Genotipo Observados(O) Calculados(C) O – C (O – C)2/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 

X2=3.84 2gl p<0.05 

 

 

 

 

 

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

observadas en la población de Mayos Capomos 

Genotipo Observados(C) Calculados(O) O – C (O – C)2/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 

                                                                                                                               X2=3.84 2gl p<0.05 
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Tabla 7. Prueba de chi-cuadrada de las frecuencias genotípicas  

observadas en la población Mixe 

Genotipo Observados(O) Calculados(C) O – C (O - C)2/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 

X2=3.84 2gl p<0.05 

 

 

 

 

 

 
Tabla 8. Prueba de chi-cuadrada de las frecuencias genotípicas 

 observadas en la población Mestiza 

Genotipo Observados(O) Calculados(C) O – C (O – C)2/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 

X2=3.84 2gl p<0.05 
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9. ANEXO  

9.3; Publicación.  
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