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RESUMEN

Fundamento y objetivo: El polimorfismo G894T en el gen humano NOS3 se ha sugeri-
do como un determinante genético que contribuye a modular las variaciones de las con-
centraciones de homocisteína (tHcy) a través de un efecto indirecto sobre el catabolismo
del folato. Nos planteamos estudiar la contribución de las variantes NOS3 G894T y 4a/b
a las variaciones de presión arterial y la contribución de estas variaciones a la modulación
de concentraciones de tHcy.

Pacientes y métodos: Analizamos 158 hombres sanos. Los genotipos de los polimorfis-
mos NOS3 se determinaron mediante amplificación por reacción en cadena de la polime-
rasa (PCR) y posterior digestión enzimática (G894T) y por PCR (4a/b). Las concentracio-
nes de tHcy mediante inmunofluorescencia polarizada.

Resultados: En nuestra población la variante G894T no parece contribuir de forma signi-
ficativa a las variaciones de presión arterial, pero obtuvimos una gradación de concentracio-
nes de tHcy en función de los genotipos G894T (P = 0,01). No obtuvimos un efecto mo-
dulador significativo sobre los niveles de tHcy para la variante 4a/b, si bien su contribución
a la variación de cifras de presión arterial resultó estadísticamente significativa.

Conclusiones: Nuestros resultados muestran un efecto modulador de la variante 4a/b en
el gen NOS3 sobre la variación de concentraciones de tHcy que se produce, parcialmen-
te y a expensas de incrementos de valores de presión arterial. En análisis multivariante, el
papel del polimorfismo G894T del gen NOS3 sobre la modulación de las concentraciones
de tHcy, no resultó sin embargo estadísticamente relevante.
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ARTERIAL BLOOD PRESSURE VARIATIONS: HOMOCYSTEINE AND NITRIC OXIDE
SYNTHASE GENE POLYMORPHISMS (NOS3)

SUMMARY

Background: The nitric oxide synthase (NOS3) G894T gene polymorphism seems as a
genetic determinant of total homocysteine (tHcy) concentrations through an effect on fo-
late catabolism. We tested for a significant contribution to blood pressure values for the
NOS3 G894T and 4a/b gene polymorphisms and whether those changes could explain the
modulating effect on tHcy concentrations.
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INTRODUCCIÓN

El gen humano NOS3 (7q35-36) es responsable de la sín-
tesis constitutiva de óxido nítrico (NO) y del mantenimien-
to del flujo sanguíneo1. Las concentraciones elevadas de ho-
mocisteína y el tabaco comprometen, entre otros factores,
la actividad enzimática NOS32,3. Numerosas evidencias su-
gieren que las alteraciones en la función endotelial asocia-
das a elevadas concentraciones de homocisteína (Hcy) se
producen en parte por estrés oxidativo aumentando la ge-
neración de peróxidos, aniones hidroxilo y superóxido4, 5.
Este incremento es a su vez responsable de la oxidación de
cofactores de la actividad enzimática NOS3 y, consecuen-
temente, contribuye a disminuir la biodisponibilidad del
NO4, 5. Por los datos existentes, en la población hipertensa
coexisten incrementos de especies reactivas de oxígeno y
cifras moderadamente elevadas de tHcy6-9, por el contrario
en situaciones fisiológicas, la Hcy reacciona rápidamente
con el NO para formar aductos S-nitroso-homocisteína
constituyendo un mecanismo de protección vascular frente
a la producción de peróxidos y especies reactivas de oxí-
geno10, 11. Todo ello justificaría un mecanismo indirecto me-
diante el cual el NO modularía los niveles de tHcy. El po-
limorfismo G894T (Glu298Asp) y la variante por repetición
(VNTR) de 27bp en el intrón 4 (4a/b) parecen constituir las
variantes de mayor relevancia en el gen NOS3. Además y
en este sentido, Brown y cols.12 muestran que la variante
G894T en el gen NOS3 modula los niveles de Hcy en adul-
tos sanos no fumadores y con bajos niveles de ácido fóli-
co y presentan datos adicionales de que el mecanismo res-
ponsable se produce mediado por efectos sobre el
catabolismo del folato. En algunos estudios previos se mues-
tra su asociación positiva con enfermedad coronaria e hi-
pertensión arterial en población caucásica así como, con
diferencias en la producción de metabolitos del NO13-16. El
polimorfismo 4a/b se ha asociado con diferencias no ne-
cesariamente lineales en la producción del mensajero, pro-
teína NOS3 y actividad enzimática NOS317.

En el presente trabajo se analiza el efecto modulador
de las variantes G894T y 4a/b del gen NOS3 sobre los ni-
veles plasmáticos de homocisteína total (tHcy) y su rela-
ción con incrementos en los valores de presión arterial sis-
tólica (PAS), diastólica (PAD) y media (PAM).

PACIENTES Y MÉTODOS

Población estudiada

Se incluyó en este trabajo a 158 hombres sanos que
cumplían los siguientes criterios de selección: ausencia de
diabetes, tabaquismo y de antecedentes personales y fa-
miliares de enfermedad vascular, así como ausencia de
tratamiento farmacológico. Los individuos reclutados per-
tenecen a una base de datos poblacional cuya descripción
ya se ha realizado con anterioridad18. Seleccionamos datos
antropométricos y medidas de presión arterial.

Métodos de laboratorio

Se obtuvieron muestras en ayunas y se centrifugaron de
forma inmediata. La concentración de homocisteína plasmá-
tica total (tHcy) se determinó mediante inmunofluorescencia
polarizada (FPIA). Las determinaciones de vitamina B12 y
ácido fólico mediante kits comerciales (Abbott Diagnostic Di-
visión, IL).

Las determinaciones de los genotipos G894T en el exon
7 y 4a/b en el intrón 4 del gen NOS3 se realizaron me-
diante PCR-RFLP y PCR siguiendo protocolos descritos con
anterioridad19, 20.

Análisis estadístico

Las variables cuantitativas se presentan mediante índi-
ces de centralización y dispersión: media aritmética y des-
viación típica. Se contrastó la hipótesis de normalidad de
dichas variables mediante el test de Kolmogorov-Smirnov
para una sola muestra. Las variables cualitativas se trata-
ron analizando la frecuencia relativa de cada una de las
categorías.

La prueba de Chi-cuadrado se utilizó para comprobar
que las frecuencias de los genotipos de las variantes 4a/b
y G894T del gen NOS3 no diferían, significativamente, de
la esperada según el equilibrio Hardy-Weinberg.

La diferencia de medias para variables continuas en fun-
ción de características dicotómicas se analizó con la prue-

Patients and methods: We analyzed 158 healthy men. The NOS3 gene polymorphisms
were determined by polymerase chain reaction (PCR) and restriction fragment analysis
(G894T) and by PCR (4a/b). Total homocysteine concentrations were evaluated by the
fluorescence polarization immunoassay method.

Results: In our population we did not obtain a significant contribution of the G894T to
blood pressure variations. However, tHcy mean concentration values differed according
G894T genotypes (P = 0.01). Interestingly, we did not obtain a significant modulating ef-
fect on tHcy concentrations according to 4a/b genotypes although the 4a/b genotype dis-
tribution was statistically associated with blood pressure variations.

Conclusion: Our results showed a modulating effect of the NOS3 4a/b gene variant on
tHcy concentrations that is at least partially provoked by discrete blood pressure incre-
ments. Nevertheless, our multivariate analysis did not show a statistical significant role for
the NOS3 G894T gene polymorphism on tHcy concentrations.

Key words: Nitric oxide synthase gene. Polymorphisms. Homocysteine. Blood pressure.



ba t-Student de igualdad de medias en muestras indepen-
dientes o la alternativa no paramétrica U de Mann-Whit-
ney cuando fuera necesario. La diferencia de medias de
las variables continuas en función de los genotipos estu-
diados se testó mediante el análisis de la varianza de una
vía (ANOVA) o la prueba no paramétrica Kruskal-Wallis
cuando no se cumplían los supuestos iniciales del análi-
sis de la varianza. Se testó la independencia entre las va-
riables continuas mediante el coeficiente de correlación
de Spearman.

Se construyeron modelos de regresión lineal múltiple
para determinar si las asociaciones observadas entre tHcy
y los diferentes genotipos de las variantes 4a/b y G894T
del gen NOS3 eran independientes de otros factores que
influían en los niveles de tHcy. El ácido fólico, la vitami-
na B12 y la edad eran incluidas en el modelo, aunque no
estuviesen significativamente relacionadas a tHcy en nues-
tra población, debido a su documentado impacto sobre
los niveles de tHcy. Aquellas variables donde se obtuvo
significación estadística en el análisis bivariante eran in-
cluidas en el análisis multivariante. Se realizó una trans-
formación logarítmica de la variable dependiente (tHcy)
con el objetivo de que se cumpliesen las hipótesis bási-
cas del modelo de regresión lineal múltiple. 

El análisis de los datos se efectuó con el paquete esta-
dístico SPSS para Windows versión 11.0.

RESULTADOS

Características de la población estudiada

La edad media de los sujetos fue de 43,3 ± 12,5 años.
Los niveles medios de homocisteina en plasma fueron 14,3
± 5,5 µmolL-1. Los sujetos participantes presentaban nive-
les normales de ácido fólico y vitamina B12. Como se es-
peraba, existía una correlación significativa entre los ni-
veles de tHcy, la edad (rs = 0,197, p < 0,014, n = 157),
vitamina B12 (rs = -0,354, p < 0,001, n = 130), niveles de
folato sérico (rs = -0,417, p < 0,001, n = 131) y creatini-
na plasmática (rs = 0,330, p < 0,001, n = 157). Las dos
variantes génicas pudieron determinarse en 149 sujetos y
su distribución fue GG: 44,3%, GT: 46,3% y TT: 9,4%, así
como a/a: 4,7%, a/b: 25,3% y b/b: 70%. La distribución
genotípica no fue significativamente diferente de la fre-
cuencia esperada en equilibrio de Hardy-Weinberg.

Determinantes de las variaciones de homocisteína 

En análisis bivariante, se obtuvo una relación gradual
de los valores de PAS y PAD acorde a los genotipos 4a/b.
Se halló una relación estadísticamente significativa de las
variantes génicas 4a/b dicotomizadas como b/b y porta-
dores del alelo a con las variaciones de la PAS (p = 0,022). 

Una relación gradual de los valores de tHcy de acuer-
do al genotipo G894T se obtuvo incluso antes de llegar a
estratificar los valores de folato sérico. Por el contrario, no
se obtuvieron diferencias significativas en lo referente al
genotipo G894T con la PAS y PAD, y tampoco del geno-
tipo 4a/b con los niveles de homocisteína incluso tras la
estratificación por cuartiles de los niveles de folato sérico. 

Toda la población estudiada fue posteriormente dicoto-
mizada estableciendo como punto de corte el valor de la
mediana de PAS ( 122 mmHg o > 122 mm Hg). Sorpren-
dentemente, observamos una diferencia estadísticamente sig-
nificativa en las concentraciones de tHcy de acuerdo a la
variante génica de 4a/b en aquellos sujetos con PAS > 122
mmHg (p = 0,048). Por el contrario, no se observaron dife-
rencias en los homocigotos GG frente a los portadores del
alelo T estratificando por los valores de PAS (p = 0,09 y p
= 0,07 respectivamente) para la variante G894T. 

Para determinar qué variables intervenían en las varia-
ciones de los niveles de tHcy y si nuestros hallazgos per-
manecían significativos tras la corrección por los factores
conocidos que pudieran modificar las concentraciones de
tHcy, construimos modelos de regresión lineal múltiple.
Nuestros análisis indican que en nuestra población no fu-
madora los factores predictores de las concentraciones de
tHcy fueron, los niveles de folato sérico, vitamina B12, el
término «portador del alelo a y PAS» y la creatinina plas-
mática. El término portador del alelo a y PAS, significa
que aquellos sujetos portadores del alelo a de la variante
génica 4a/b del gen NOS3 que poseen cifras de PAS > 122
mmHg presentaban concentraciones de tHcy un 14,7%
más elevadas que el resto de las combinaciones. Este mo-
delo explicaba el 29,2% de las variaciones en las con-
centraciones de tHcy (tabla I). 

De acuerdo con el principio jerárquico, construimos un
modelo de regresión lineal donde las variables portadores
del alelo a y PAS permanecieran en el modelo a pesar de
que ambas variables consideradas individualmente no fue-
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Tabla I. Modelo de regresión lineal múltiple

Términos Coeficientes (IC 95%) p

(constante) 2.637 (2.204, 3.070) < 0,001
Edad –0,001 (–0,006, 0,004) 0,630
Vitamina B12 –0,0003 (–0,0004, –0,0001) 0,001
Folato sérico –0,052 (–0,073, –0,031) < 0,001
Creatinina plasmática 0,507 (0,132, 0,883) 0,008
Portadores del alelo a x PAS† 0,137 (0,018, 0,257) 0,024

† El genotipo toma valor 1 para los individuos portadores del alelo a y 0 para los ho-
mocigóticos b/b. La PAS toma valor 1 para valores de PAS > 122 mmHg y 0 para va-
lores de PAS 122 mmHg.

Tabla II. Modelo de regresión lineal múltiple

Términos Coeficientes (IC 95%) p

(constante) 2.634 (2.197, 3.072) < 0,001
Edad –0,001 (–0,006, 0,004) 0,676
Vitamina B12 –0,0003 (–0,0004, –0,0001) 0,001
Folato sérico –0,053 (–0,076, –0,031) < 0,001
Creatinina plasmática 0,521 (0,157, 0,894) 0,007
PAS –0,046 (–0,162, 0,070) 0,430
Portadores del alelo a –0,006 (–0,144, 0,133) 0,936
Portadores del alelo a x PAS† 0,178 (0,027, 0,383) 0,088**

† El genotipo toma valor 1 para los individuos portadores del alelo a y 0 para los ho-
mocigóticos b/b. La PAS toma valor 1 para valores de PAS > 122 mmHg y 0 para va-
lores de PAS 122 mmHg.
** p < 0,10.



ran significativamente diferentes de cero ( = 0). Como se
ha mencionado previamente los valores de PAS fueron di-
cotomizados debido a las diferencias observadas en las
concentraciones de tHcy acorde a los genotipos 4a/b. Estas
diferencias se mostraron estadísticamente significativas
sólo en los sujetos varones con PAS > 122 mmHg. En estas
condiciones el modelo explicaba el 31% de las variacio-
nes de tHcy en nuestra población (tabla II). El término
«portadores del alelo a y PAS > 122 mmHg» explicaba
un incremento de las concentraciones de tHcy de 19,5%
respecto al resto de las combinaciones.

DISCUSIÓN

En este trabajo mostramos que la variante 4a/b del gen
NOS3 ligado a los valores PAS se muestra como un de-
terminante de las variaciones en la concentración de tHcy
plasmática. Brown y cols.12 han mostrado un papel mo-
dulador y significativo de la variante G894T en las varia-
ciones de la tHcy en dos poblaciones sanas, no fumado-
res y con bajos niveles de folato sérico. Estos mismos
autores aportan evidencias de los mecanismos molecula-
res responsables de tal efecto. Sin embargo, mientras el
papel funcional de la variante G894T en la actividad en-
zimática NOS3 permanece sin dilucidar21-23, existen datos
in vivo e in vitro de un papel funcional de la variante del
intrón 4 en el gen NOS314, 15, 17, 24.

Los niveles plasmáticos de tHcy se han asociado en es-
tudios transversales con la presión arterial en investigacio-
nes comunitarias, especialmente con la PAS25. En este sen-
tido se especula que los niveles elevados de tHcy
disminuyen la vasodilatación producida por el óxido nítri-
co26 y como se ha publicado, incrementa el estrés oxida-
tivo27, estimula la proliferación de células musculares lisas28

y altera las propiedades elásticas de la pared vascular29.
Existe igualmente un aumento de datos clínicos y experi-
mentales que establecen una relación entre homocisteína
y óxido nítrico3, 30. Los estudios in vitro han aportado un
cambio hacia un fenotipo contráctil en las células muscu-
lares lisas tratadas con homocisteína31. En nuestro trabajo,
en análisis bivariante, encontramos un efecto modulador
de G894T en las concentraciones de homocisteína, a la
vez que no obtuvimos diferencias significativas en los va-
lores de PA de acuerdo a los genotipos. En este primer
análisis y contrariamente a los genotipos G894T, los ge-
notipos 4a/b se asociaron de forma gradual con los valo-
res medios de PA pero no con las concentraciones medias
de tHcy. Sin embargo, tras estratificar por valores de PAS,
encontramos una contribución significativa de los genoti-
pos 4a/b a las cifras medias de tHcy. Este primer análisis
sugería que ambas variables, genotipos 4a/b y cifras de pre-
sión arterial sistólica, deberían considerarse conjuntamen-
te como determinantes de variación de las concentracio-
nes plasmáticas de tHcy. Así, mientras que en el análisis
multivariante no se obtuvo un papel significativo del poli-
morfismo G894T solo o en interacción con los cuartiles de
folato o los valores de PA (no mostrado) si se obtuvo para
la interacción 4a/b y PAS. Además, recientemente se ha
publicado un estudio que muestra que las propiedades fun-
cionales del 4a/b parecen ser dependientes de haplotipo,
específicamente con la variante en el promotor T-786C24.

A pesar de ello, nuestros resultados deben ser interpreta-
dos con prudencia debido a que no se incluyeron deter-
minantes conocidos sobre las variaciones de tHcy, entre
otros, el polimorfismo del C677T del gen MTHFR. 

En conclusión, observamos que la variante génica 4a/b
del gen NOS3 constituye un determinante de las varia-
ciones en la concentración de tHcy en interacción con los
valores de PAS, este efecto modulador del 4a/b depende
de valores umbrales críticos de PAS. Esto último apoya el
hallazgo de que la variante 4a/b actúa como un elemen-
to cis-regulador conjuntamente con la variante T-786C en
el promotor del gen NOS3. 
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