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Resumen

Introduccién y objetivo: estudiar la asociacion entre tabaquismo y el nivel de metilacion de dos regiones geno-
micas en pacientes con enfermedad arterial periférica (EAP).

Método: estudio transversal de 297 pacientes (edad media: 69,6 afios; varones: 78,5 %) diagnosticados de isque-
mia crénica de extremidades inferiores en diferentes estadios clinicos entre marzo de 2016 y diciembre de 2019
en el servicio de cirugfa vascular del Hospital del Mar (Barcelona). Se analizé la metilacion de Cg02156642 y de
Cg03636183 asociados en otros estudios al tabaquismo. Se realizé una regresion lineal multiple para discriminar las
variables asociadas al nivel de metilacién. Se calculé el rea bajo la curva ROC para discriminar el nivel de metilacion
entre fumadores y no fumadores.

Resultados: de la muestra, 46 pacientes (15,5 %) eran no fumadores; 132 (44,4 %), exfumadoresy 119 (40,1 %),
fumadores. No se observd una asociacion entre la exposicion al tabaco y el nivel de metilacion del Cg02156642,
pero si con el de Cg03636183: los fumadores presentaban menor nivel de metilacion y, ademds, a mas carga de
tabaco menos metilacion (Rho de Spearman: -0,324; p < 0,001).

Un nivel de metilacién en este CpG del 80 % tiene una sensibilidad (S) del 90,0 % y una especificidad (E) del
83,5 % para discriminar entre fumadores y nunca fumadores. Para discriminar entre fumadores y exfumadores,
un nivel de metilacién del 75 % tiene una S del 69 % y una E del 56,9 %.

Al ajustar por todas las variables relacionadas con la metilacién, la magnitud de esta asociacion entre Cg03636183
Palabras clave: y tabaquismo se mantenia significativa entre los nunca fumadores y los fumadores.

xgglig';’g;qai:;”ts Conclusiones: la metilacion del cpg cg03636183 se asocia a tabaquismo en pacientes con eap y esté directamente

de miembros relacionada con la carga de tabaco. Este biomarcador podria utilizarse en la practica clinica para valorar el consumo
inferiores. Tabaquismo.  de tabaco de nuestros pacientes.
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Abstract

Introduction and objective: to study the association between smoking and the methylation level of 2 genomic
regions in patients with peripheral artery disease (PAD).

Method: cross-sectional study of 297 patients (mean age, 69.6 years; males, 78.5%) diagnosed with chronic lower
extremity ischemia at various clinical stages from March 2016 through December 2019 at the Vascular Surgery Unit
of Hospital del Mar, Barcelona, Catalonia, Spain. Methylation analysis of Cg02156642 and Cg03636183, previously
associated with smoking in former studies was performed. Multiple linear regression was conducted to identify
variables associated with methylation levels. The area under the ROC curve was estimated to discriminate meth-
ylation levels between smokers and non-smokers.

Results: among the sample, 46 patients (15.5%) were non-smokers, 132 (44.4%) were former smokers, and 119
(40.1%) were current smokers. No association was seen between tobacco exposure and methylation levels of
Cg02156642. However, an association was found with Cg03636183: smokers had lower methylation levels, and
a higher smoking load was associated with lower methylation (Spearman's Rho, -0.324; p < .001). A methylation
level of 80% in this region showed a 90.0% sensitivity and an 83.5% specificity to discriminate between smokers
and never smokers. To discriminate between smokers and former smokers, a methylation level of 75% had an 69%
sensitivity and an 56.9% specificity. After adjusting for all variables associated with methylation, the association
between Cg03636183 and smoking remained significant among never smokers and smokers.

Conclusions: methylation of the Cg03636183 region is associated with smoking in patients with PAD and is directly
associated with the smoking load. This biomarker could be used in the routine clinical practice to assess tobacco

ischemia. Smoking. use in our patients.

INTRODUCCION

La prevalencia de enfermedad arterial periférica
(EAP) estd aumentando debido al envejecimiento de
la poblacién y a la reduccion de su letalidad. Llega
al 15-20 % en personas mayores de 70 afios (1,2). En
este contexto, la prevencion de la enfermedad vas-
cular aterosclerdtica (incluyendo la EAP) constituye
uno de los principales objetivos de salud publica en
todo el mundo. El reconocimiento de los factores
de riesgo de EAP que ahora se consideran como
clasicos (edad, sexo masculino, tabaquismo y dia-
betes), gracias a cohortes como la de Framingham
(3,4), contribuyd a la identificacién de individuos
con mayor riesgo de presentar esta enfermedad v,
por consiguiente, a la posibilidad de su prevencion.
En los Ultimos afos estan tratandose de identificar
nuevos biomarcadores que contribuyan a mejo-
rar el conocimiento sobre la etiopatogenia de la
enfermedad aterosclerética y la identificacion de
la poblacién de riesgo alto.

Uno de los biomarcadores en investigacion es el
epigenoma, que incluye una serie de moléculas o
cambios moleculares que regulan la expresiéon géni-
ca (5); entre ellos, los mas estudiados son los RNA
no codificantes, la modificacion de las histonas y la
metilacion del ADN. La metilacién del ADN se pro-
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duce por la incorporaciéon de un grupo metilo a las
citosinas proximas a guaninas (CpG). Recientemente
ha podido analizarse el nivel de metilacién del ADN,
incluyendo mas de 800 000 CpG repartidos por todo
el genoma, y determinar asf la relacion entre el nivel
de metilacién y la exposicion a factores ambientales
o el riesgo de presentar una enfermedad mediante
estudios de asociacion global del epigenoma (epi-
genome-wide association studies [EWAS]) (6). Estos
estudios han permitido identificar varios CpG que
presentan metilacion diferencial en relacién con la
exposicion a tabaco (7), la practica de actividad fisica
(8) o la aparicion de enfermedades como el infarto
agudo de miocardio (9).

El tabaquismo es uno de los factores de riesgo
mas importante de la EAP (10,11). Se estima que la
mitad de casos de EAP podrfan atribuirse al tabaquis-
mo (10). Los cambios inducidos a nivel de metilacion
del ADN podrian ser uno de los mecanismos que
expliguen a nivel molecular la relacion entre tabaco y
EAP El tabaquismo tiene efectos en la metilacion del
ADN en muestras de sangre completa (12-14), células
bucales (15) y tejido pulmonar (16,17). Entre los loci
identificados y que presentan metilacion diferencial
relacionada con el consumo de tabaco y la arterios-
clerosis destacan CpG localizados en los genes F2RL3
(F2R like thrombin or trypsin receptor 3) y ALPPL2 (9,18).
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El objetivo de este estudio es replicar la asociacion
entre la exposicion al tabaco y el nivel de metilacion
de esos dos loci en pacientes con EAP.

MATERIALES Y METODOS

Diseiio

Estudio de cohortes prospectivo de pacientes
diagnosticados de isquemia crénica de extremida-
des inferiores en varios estadios clinicos y visitados
entre marzo de 2016 y diciembre de 2019 en el ser-
vicio de angiologia, cirugia vascular y endovascular
del Hospital del Mar de Barcelona y seguidos hasta
la actualidad. El reclutamiento se estratific por la
gravedad de la EAP: isquemia cronica amenazante
de extremidad, pacientes en fase de claudicacién y
asintomaticos para representar todas las fases clinicas
evolutivas de la enfermedad. Para este analisis se han
utilizado los datos correspondientes a la visita basal
y un disefo transversal.

Se respetaron los acuerdos de la Declaracion de
Helsinki sobre los principios éticos de la investigacion
en humanos, de la Convencion sobre los Derechos
Humanos y la Biomedicina del Consejo Europeo (1997)
y del protocolo adicional de 2005 y de la Declaracién
Universal de la Unesco sobre el Genoma Humano y
Derechos Humanos. Se respetd también la legisla-
cion espafiola en materia de investigacion biomédica
(Ley 14/2007) y de proteccion de datos personales
(Ley Organica 3/2018). El protocolo del estudio fue
aprobado por el comité de ética local (2015/6530/1).
Todos los participantes han firmado un consentimien-
to informado.

Participantes

Para el diagndstico de EAP se considero a pacien-
tes con un indice tobillo brazo (ITB) < 0,9 o0 con una
prueba de imagen (ecografia, angio TAC 0 angio RMN)
que confirmara la afectacion arterial a nivel de las
extremidades inferiores.

La medicion del ITB se realizd con un aparato de
Doppler continuo, con sonda de 8 MHz. Un ITB de
entre 0,9 y 1,39 se consideré normal; un ITB < 0,9,

diagnostico de EAP, y un ITB > 1,39, sugestivo de cal-
cificacion arterial.

Para clasificar clinicamente a los participantes se
ha utilizado la clasificacion de Fontaine: estadio |,
pacientes asintomaticos; estadio lIA, pacientes con
claudicacion intermitente leve > 150 m; estadio B,
pacientes con claudicacién intermitente moderada o
grave < 150 m, y estadio lll, pacientes que presentan
dolor en reposo; estadio IV, pacientes que presentan
lesiones troficas. En el estudio se incluyd la mitad de
pacientes en estadio de claudicacion (-IIA-1IB) y la otra
mitad en estadio de isquemia critica de EEIl (lI-V),
aproximadamente.

Analisis de la metilacion de los CpG de interés

Para el presente estudio, se seleccionaron dos CpG
asociados con el tabaquismo (8,18,19) y también con
la enfermedad arteriosclerosa (10,17):

- €g21566642, localizado en el gen ALPPL2, cro-

mosoma 2, posicion 233284661,

- ¢g03636183, localizado en el gen F2RL3, cro-
mosoma 19, posicién 17000585.

De todos los participantes se obtuvo una muestra
de sangre de 10 mL en un tubo de EDTA y se aislo el
ADN utilizando métodos estandarizados (Puregen™,
Gentra Systems). Para el andlisis del nivel de metilacion
de los loci de interés se obtuvieron 500 mg de ADN 'y
se realizd la conversion de bisulfito, la amplificacion del
fragmento de ADN de interés, y la pirosecuenciacion:

— La conversion de bisulfito se realizé con el kit EZ
DA Methylation Gold (Zymo Research), siguien-
do las instrucciones del fabricante. Mediante
esta conversion todas las citosinas no metiladas
se desaminan y se convierten en uracilos, mien-
tras que las citosinas metiladas permanecen sin
cambios. EI ADN se eluyé en 20 ul del buffer de
elucién suministrado por el kit. Las muestras se
guardaron a -20 °C hasta su uso.

— Las reacciones de amplificacion se llevaron a
cabo en un volumen final de 25 pl que con-
tenia 1,5 pl de ADN convertido, 1 x Pyromark
PCR Master Mix (Qiagen), 1 x Coral Load Con-
centrate (Qiagen) y una concentracion de pri-
mers final de 0,2 uM. Uno de los primers esta
biotinilado para poder realizar la purificaciéon
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del producto final de PCR usando bolas de
Streptavidin-Sepharosa HP.

Para el locus cg21566642 (ALPPL2) se utilizd un
ensayo de diseno propio: F-5TGTTGGGATTATAG-
GTTTGAGT3' (biotinilado); R-5'TCCTCCACCTCCC-
TTATAAATT3' El producto de PCR obtenido tenfa
una longitud de 211 pby contenfa 3 sitios CpG;
el de nuestro interés era el segundo.

Para el locus cg03636183 (F2RL3) se utilizd el
ensayo comercial PM00668787 (GeneGlobe,
Qiagen). En este ensayo el primer biotinilado es
el reversoy se obtiene un producto de PCR de
307 pb que contiene 3 sitios CpG; el de nuestro
interés es el segundo.

El programa de PCR usado fue de 95 °C durante
15 minutos seguido de 45 ciclos de 94 °C, 30
segundos; 58 °C, 30 segundos y 72 °C, 30 sequn-
dos, con una extensién final de 30 segundos
a 72 °C. Los productos de PCR biotinilados se
purificaron y convirtieron en monocatenarios
para que actuaran como molde en la reaccion
de pirosecuenciacion utilizando el pyrosequen-
cing Vacuum PrepTool (Qiagen).

- Ladeterminacion del estado de metilacion de
los CpG de interés se realizd mediante piro-
secuenciacion utilizando el sistema PyroMar-
kTMQ96 ID (Qiagen). La pirosecuenciacion
implica la incorporacion gradual de trifosfatos
de desoxinucleotidos en la hebra en crecimien-
to de ADN naciente. Para ello, se sometieron
a pirosecuenciacion 20 ul de los productos
de PCR utilizando un primer especifico de
secuenciacion a 0,1 UMy el kit PyroMark Q96
Gold Reagents (Qiagen) siguiendo las instruc-
ciones del fabricante. Para el gen ALPPL2, el
primer utilizado fue: AACAAACCAATCACT-
TAAAATCAAA3 Para el gen F2RL3, el primer de
secuenciacion utilizado fue el suministrado en
el ensayo correspondiente.

Se usaron controles internos para verificar la
conversion eficiente del ADN con bisulfito para
las citosinas no metiladas. El pico de control
para la conversiéon de bisulfito pasé la evalua-
cion de calidad para todas las muestras. Se
usaron controles experimentales en cada gen
utilizando Epitect Control DNA y Control DNA
Set (Qiagen) (control no metilado, no conver-
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tido; control metilado, convertido; control no
metilado, convertido).

Los datos de metilacion se analizaron utilizan-
do el software PyroMark Q96 (Qiagen). El grado
de metilacion se expresd como porcentaje de
citosinas metiladas sobre la suma de citosinas
metiladas y no metiladas. Se excluyeron los resul-
tados que no tenian sefial o tenian sefal baja.

Consumo de tabaco

El consumo de tabaco se cuantificd mediante un
cuestionario adaptado y validado (19) administrado
por personal de enfermeria entrenado. Se clasifico a
los participantes en: fumadores (activos o exfumado-
res < 1ano), exfumadores (> 1 afo) y no fumadores.

Adema3s, se calculd la carga de tabaco: nimero de
paquetes fumados al dia x 365 dias x afios fumados.
De esta forma resultan los paquetes de tabaco fuma-
dos a lo largo de la vida del individuo.

Otras variables de interés

Se registraron los factores de riesgo cardiovascular
clasicos: edad, sexo, tabaquismo, hipertension arterial
(HTA), presion arterial sistdlica (PAS), presion arterial
diastolica (PAD), diabetes mellitus (DM), colesterol
total, LDL colesterol, HDL colesterol, trigliceridemia
(TGD), creatinina, filtrado glomerular (FG), indice de
masa corporal (IMC), perimetro de cintura, historia
de enfermedad cardiovascular (infarto de miocar-
dio, angina o ictus) y antecedentes de revasculari-
zacion de extremidades inferiores. Se consideraron
pacientes con hipertension aquellos diagnosticados
por un médico y en tratamiento farmacoldgico y los
que presentan PAS > 140 mmHg o PAD = 90 mmHg.
Se consideraron pacientes con diabetes aquellos ya
diagnosticados y en tratamiento, asi como aquellos
que presentaron una glucemia en ayuno > 125 mg/
dL. Se registré asimismo el tratamiento crénico de
los pacientes incluidos en el estudio: antiagregan-
te, antihipertensivo, hipolipemiante y antidiabético.
La historia de enfermedad cardio- y cerebrovascular
(infarto de miocardio, angina o ictus) se considerd
positiva si fue diagnosticada por un médico y tam-
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bién revisando las historias clinicas de los pacientes.
Se revisaron las historias clinicas de los participantes
para identificar los antecedentes de revascularizacion
de las extremidades inferiores.

Analisis estadistico

Para el andlisis descriptivo se utilizd la media y des-
viacion estandar (DE) para las variables cuantitativas
que seguian una distribucién normal, y la mediana
y el rango intercuartilico si no seguian una distribu-
cion normal. Las variables cualitativas se presentan
como frecuencia y porcentajes. La comparacion entre
grupos se realiz6 mediante el andlisis de la variancia
(ANOVA) para las variables cuantitativas y el % para las
cualitativas. Para analizar la asociacion entre variables
cuantitativas se utilizé la correlacion de Spearman. Se
analizé si el nivel de metilacion de los CpG de interés
podia discriminar entre los tres grupos de exposicion
al tabaco definidos calculando el drea bajo la curva
ROC (AUQ). Por ultimo, para controlar por variables
de confusion se utilizo la regresion lineal multiple
considerando el nivel de metilacién como variable

dependiente y la exposicion a tabaco como varia-
ble independiente principal de interés. Se definieron
tres modelos: modelo 1, sin ajustar y considerando
la variable exposicion al tabaco como variable dum-
my; modelo 2, ajustado por edad y sexo, y modelo 3,
ajustado por todas las variables relacionadas con la
metilacion (edad, sexo, peso, talla, filtrado glomerular,
hemoglobina, hipertension arterial y diabetes mellitus).

Se considerd que existian asociaciones estadistica-
mente significativas si el valor de p era menor de 0,05.
El andlisis estadistico se realizé mediante el programa
SPSS version 22.

RESULTADOS

En la tabla | se presentan las caracteristicas de los
297 pacientes que se incluyeron en el estudio por gru-
po de exposicion al consumo de tabaco. Los pacientes
fumadores eran mas jovenes, con una mayor propor-
cién de hombres. También se observaron diferen-
cias en la proporciéon de pacientes que presentaban
factores de riesgo y antecedentes de enfermedad
cardiovascular entre grupos.

Tabla I. Caracteristicas de la poblacién a estudio por grupo de exposicion
al consumo de tabaco

Nunca fumadores Exfumadores Fumadores
46 (15,5 %) 132 (44,4 %) 119 (40,1 %) P

Edad (anos)* 78,96 + 10,27 70,70 £ 9,54 64,78 £ 9,76 < 0,001
Género, n (%)

Mujer 32 (50,0 %) 13 (20,3 %) 19 (29,7 %) <0001

Hombre 14 (6,0 %) 119 (51,1 %) 100 (42,9 %) '
PAS (mmHg)* 133,07 £ 18,03 135,48 £ 16,55 132,93 £ 15,70 0,427
PAD (mmHg)* 63,85+ 12,42 68,81 + 13,26 70,58 £ 13,15 0,013
Hipertension arterial, n (%) 41 (18,0 %) 114 (50,0 %) 73 (32,0 %) < 0,001
Dislipemia, n (%) 31 (16,1 %) 95 (49,5 %) 66 (34,4 %) 0,032
Diabetes mellitus, n (%) 34(21,9 %) 73 (47,1 %) 48 (31 %) 0,001
Paquetes / afno* 0 55,75+ 34,30 56,37 + 29,69 < 0,001
Anos de fumador 0 3824 + 11,77 47,65+ 10,98 < 0,001
Anos exfumador 0 14,79 +11,79 0 < 0,001
Enfermedad coronaria, n (%)

IAM 6 (17,1 %) 19 (54,3 %) 10 (28,6 %) 0,064

Angina 29,1 %) 15 (68,2 %) 522,7 %) '

(Continta en la pdgina siguiente)
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Tabla I (cont.). Caracteristicas de la poblacion a estudio por grupo de exposicion

al consumo de tabaco
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Nunca fumadores Exfumadores Fumadores
46 (15,5 %) 132 (44,4 %) 119 (40,1 %) P

Enfermedad CV, n (%)

AT 2 (18,2 %) 7 (63,6 %) 2 (18,22 %) 0454

Ictus 6 (22,2 %) 12 (44,4 %) 9 (33,3 %) '
Arritmia, n (%)

ACXFA 15 (36,6 %) 14 (34,1 %) 12 (29,3 %) 0001

Otras arritmias 2 (18,2 %) 7 (63,6 %) 2 (18,2 %) '
Insuficiencia cardiaca, n (%) 12 (29,3 %) 18 (43,9 %) 11 (26,8 %) 0,019
EPOC, n (%) 22,7 %) 29 (38,7 %) 44 (58,7 %) < 0,001
Neoplasia, n (%)

Libre de enfermedad 8 (22,2 %) 18 (50,0 %) 10 (27,8 %) <0543

En tratamiento 2(13,3 %) 6 (40,0 %) 7 (46,7 %) '
Creatinina (mg/dL)* 1,55+ 1,11 1,26 + 0,87 0,90 + 0,45 < 0,001
Filtrado glomerular* 48,09 + 22,45 66,64 + 21,71 79,86 + 16,72 < 0,001
Insuficiencia renal, n (%)

Trasplante renal 1(14,3 %) 5(71,4 %) 1(14,3 %)

Didlisis 3 (50 %) 0 (0 %) 3 (0 %) < 0,001

Otros 30 (36,1 %) 39 (47 %) 14 (16,9 %)
Hemoglobina (mg/dL)* 10,48 + 1,66 12,62+ 2,21 13,34 + 2,35 < 0,001
Anemia, n (%) 39 (27,7 %) 64 (45,4 %) 38 (27 %) < 0,001
Estadio clinico de Fontaine, n (%)

Asintomaticos 2 (15,4 %) 7 (53,8 %) 4 (30,8 %)

Claudicante > 150 metros 5(5,7 %) 54 (62,1 %) 28 (32,2 %)

Claudicante < 150 metros 12,7 %) 21 (56,8 %) 15 (40,5 %) < 0,001

Dolor en reposo 5(9,1 %) 17 (30,9 %) 33 (60,0 %)

Lesion trofica 33 (31,4 %) 33 (31,4 %) 39 (37,1 %)

PAS: presién arterial sistdlica; PAD: presidn arterial diastdlica; IAM: infarto agudo de miocardio; CV: cerebrovascular; ACxFA: fibrilacién auri-
cular; EPOC: enfermedad pulmonar obstructiva crénica. *Media + desviacion estdndar.

El nivel de metilacion de los CpG de interés en los
grupos de exposicion al tabaco se presenta en la tabla
II. No se observé una asociacion entre la exposicion al
tabacoy el nivel de metilacion del Cg02156642, pero
si que se observé asociacion con el nivel de metilacion
del Cg03636183: los fumadores presentaban menor
nivel de metilacién. Ademés, hemos identificado que
la metilacion del Cg03636183 se asocid con la carga
del tabaco: a mas carga, menos metilacion (Rho de
Spearman: -0,324; p < 0,001).

Enla figura 1 se presenta la capacidad del nivel
de metilacién del Cg03636183 para discriminar entre
los tres grupos de exposicion al tabaco definidos:

| Angiologia 2023:75(3):146-154 |

a) fumador frente a nunca fumador, AUC 91 %
(IC 95 %, 86-95 %); b) exfumador frente a nunca fuma-
dor, AUC 80 % (IC 95 %: 73-87 %); ¢) fumador frente
a exfumador, AUC 68 % (IC 95 %: 61-75 %). Un nivel
de metilacion en este CpG del 80 % tiene una sen-
sibilidad del 90,0 % y especificidad del 83,5 % para
discriminar entre fumadores y nunca fumadores.
Ese mismo nivel de metilacion tiene una sensibili-
dad del 92,9 % y una especificidad del 52,6 % para
discriminar entre exfumadores y nunca fumadores.
Para discriminar entre fumadores y exfumadores, un
nivel de metilacion del 75 % tiene una sensibilidad
del 69 % y una especificidad del 56,9 %.
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Tabla Il. Nivel de metilacion de los CpG de interés segun la exposicion al consumo de tabaco

n Media (DE) IC 95 % p
Cg021566642 nunca fumador 46 85,48 (2,97) 84,59-86,36 Referencia
Exfumador 130 85,87 (3,23) 85,31-86,43 0,777
Fumador 118 85,98 (3,73) 85,30-86,66 0,671
(Cg03636183 nunca fumador 44 86,62 (3,64) 83,51-85,72 Referencia
Exfumador 130 75,83 (12,81) 73,60-78,05 < 0,001
Fumador 118 69,79 (12,58) 67,49-72,08 < 0,001

DE: desviacion estdndar.

En la tabla lll se presentan los resultados del ana-
lisis de regresion lineal multivariado. En el modelo
ajustado por edad y sexo (modelo 2) se observo
que los exfumadores y los fumadores presentaban
un nivel de metilacion del Cg03636183 inferior a
los nunca fumadores: -5,32 %y -10,49 %, respecti-
vamente. Al ajustar por todas las variables relacio-

nadas con la metilacién (modelo 3), la magnitud
de esta asociacion se reducia ligeramente: -4,39 %y
-7,81 %, respectivamente. La significacion estadistica
se mantenia al menos entre los nunca fumadores y
los fumadores. Los tres modelos explicaban el 15,4 %,
el 18,1 %y el 27,1 % de la variabilidad del nivel de
metilacién del Cg03636183, respectivamente.

Tabla Ill. Resultados del andlisis de regresion lineal multivariable (tres modelos) con el nivel de

metilacion del Cg03636183 como variable dependiente y el nivel de exposicion a tabaco como
variable independiente de interés (grupo de nunca fumadores como grupo de referencia)

Nunca Exfumador Fumador
fumador Coeficiente de regresion Coeficiente de regresion R2 modelo
(1C 95 %) (IC95 %)
Modelo 1 Referencia -8,79 (12,83;-4,75) -14,83 (-18,93;-10,73) 0,154
Modelo 2 Referencia -5,32 (-10,04; -0,60) -10,49 (-1541;-5,57) 0,181
Modelo 3 Referencia 4,39 (-9,15;0,37) -7,:81 (-13,02; -2,60) 0271

Modelo 1: no ajustado; modelo 2: ajustado por edad y sexo; modelo 3: ajustado por todas las variables relacionadas con la metilacion (edad,
sexo, peso, talla, filtrado glomerular, hemoglobina, hipertension y diabetes mellitus).

DISCUSION

En el presente estudio hemos observado una aso-
ciacion entre el nivel de metilacion del cg03636183 'y
el tabaquismo, asi como con la carga de tabaco: a mas
carga, menos metilacion. También se ha observado
que el nivel de metilacion del cg03636183 puede ser
un biomarcador para discriminar fumadores de nunca
fumadores, e incluso entre fumadores y exfumadores.

Estos datos estan en concordancia con estudios pre-
vios que demuestran una asociacion del cg03636183
con el tabaquismo (20-22), asi como con la carga de
tabaco (21,22) y con el abandono del tabaco (22).

Algunos estudios previos han mostrado relacion
entre la metilacion del cg21566642 vy el tabaquismo

(9,20-23). Sin embargo, en nuestro analisis no encon-
tramos una relacion estadisticamente significativa.
Esto puede ser causado por diferentes motivos, entre
ellos, porque la muestra sea insuficiente, porque la
mayor parte de la muestra esta o ha estado expuesta
al tabaco (85 %) o porque el tabaco no se asocie con
la metilacion de este CpG en pacientes con EAP.

Aungue en los Ultimos afios han aparecido estu-
dios de epigenética y su relacion con la EAP, no hay
evidencia de la relacion entre la metilacion de estos
2 CpGy el riesgo de presentar EAP (24-26).

En cuanto a los factores de riesgo cardiovascular,
los resultados de nuestra cohorte estan en concordan-
Cia con estudios previos (27), entre los que destacan
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Figura 1. (urva de supervivencia de Kaplan-Meier y mortalidad a 30 dias en
pacientes infectados por la COVID-19 y TAAMI.
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el género masculino (78,5 %), HTA en mas del 75 %,
un 65 % de dislipemia y mas de la mitad (52 %) con
diabetes. El tabaquismo es un factor de riesgo muy
importante, presente en el 84,5 % de estos pacientes,
ya sean fumadores (40 %) o exfumadores (44 %).
Existen diversos marcadores bioquimicos de taba-
quismo. Entre los mas importantes estan: la nicoting,
la cotinina, la carboxihemoglobina y el tiocianato
(SCN); estos dos ultimos son los mas empleados (28).
Es importante contar con biomarcadores de tabaquis-
mo para discernir si los pacientes son o no fumado-
res, ya que este factor de riesgo es importante en el
curso clinico y prondstico de estos pacientes. En la
mayorfa de los casos nos basamos en la declaracion
del paciente. De los marcadores previamente comen-
tados, la carboxihemoglobina tiene una vida media
en sangre de aproximadamente 4 horas, por lo que su
concentracion se hace supranormal después de dejar
de fumary sirve para discernir tabaquismo o no en los
primeros dias. Por el contrario, la vida media del SCN
en sangre es de 14 dias, lo que permite tener mayor
informacion una vez suspendido el habito. Aun asi,
faltan marcadores a mas largo plazo, por lo que seria
util tener marcadores genéticos como los analizados
en este estudio a través de la metilacion de genes
especificos asociados con tabaquismoy EAP. En este
trabajo se presenta la capacidad de discriminacion del
nivel de metilacion del cg03636183, que es elevada,
y se proponen unos puntos de corte para diferenciar
los diferentes niveles de exposicion al tabaco, que son
del 75 % o del 80 % segun los grupos a discriminar.

Limitaciones

En el desarrollo del estudio hay que tener en cuen-

ta las siguientes limitaciones:

- Lametilacién se analizé en células sanguineas
circulantes y podemos perder informacion teji-
do especifica. De todos modos, para analizar
el papel de la metilacion como biomarcador
es necesario que su determinacién sea viable
en un tejido facilmente accesible.

— La asignacion al nivel de exposicion al tabaco
se basa en la autodeclaracion del paciente.

— La muestra es limitada y de un unico centro.
Los resultados y los puntos de corte propuestos
deberfan validarse en una serie independiente.
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CONCLUSION

Estos datos preliminares indican que la metilacion

del CpG cg03636183 puede ser un biomarcador del
tabaquismo en pacientes con EAP y esta directamente
relacionada con la carga de tabaco. Este biomarcador
podria utilizarse en la practica clinica para valorar el
consumo de tabaco de nuestros pacientes, ya que
es un indicador objetivo de la exposicién al tabaco.
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