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RESUMEN

RESUMEN

El consumo de alcohol es muy prevalente en nuestro medio y se asocia con dafios en
un gran nimero de 6rganos favoreciendo el desarrollo de enfermedades como la
enfermedad hepética asociada al consumo de alcohol (EHA), la enfermedad
cardiovascular, o el cancer. El consumo excesivo de alcohol se relaciona también con
alteraciones analiticas sugestivas de dafio hepatico. En la patogenia de la EHA, la
inflamacion sistémica, activacion monocitaria, permeabilidad intestinal y translocacién
bacteriana son relevantes. Se desconoce si estos fendmenos ya estan presentes en
pacientes con formas menos avanzadas de la enfermedad.

El objetivo de esta tesis doctoral es analizar los valores de marcadores de inflamacion
sistémica, de activacion monaocitaria y de translocacion bateriana en pacientes con
trastorno por uso de alcohol (TUA), asi como su asociacion con otros parametros
clinicos y analiticos, con el consumo concomitante de cocaina y/o cannabis, con la
presencia de fibrosis hepatica estimada por FIB-4, con el sexo o la presencia de
factores de riesgo cardiovascular. Para este propdésito, los estudios realizados han sido
en pacientes con TUA ingresados para desintoxicacion en dos Unidades de
Adicciones de dos hospitales distintas del &rea metropolitana de Barcelona, el Hospital
Universitario Germans Trias i Pujol de Badalona y el Hospital Universitario de Bellvitge
de I'Hospitalet de Llobregat.

Los pacientes con TUA ingresados para desintoxicaciébn presentan niveles mas
elevados de marcadores de inflamacion sistémica, activacibn monocitaria y
translocacion bacteriana. El consumo de cannabis en estos pacientes se asocia a
niveles mas elevados de sCD163, un marcador de activacion monocitaria. Parametros
analiticos como los niveles elevados de glucosa, aspartato aminotransferasa (AST),
volumen corpuscular medio (VCM), proteina C reactiva (PCR) o los niveles bajos de
hemoglobina también se asocian con valores mas elevados de marcadores de
inflamacién sistémica como la IL-6 y de activacibn monocitaria como el sCD14 o el
CD163. La presencia fibrosis hepatica avanzada medida con el indice FIB-4 se asocia
a valores elevados de estos marcardores de inflamacién sistémica y de activacion
monocitaria, asi como a valores mas elevados de proteina de union al lipopolisacarido
(LBP) y a valores menores de lipopolisacérido (LPS). La presencia de diabetes mellitus
tipo 2 o de antecedente de enfermedad cardiovascular en pacientes con TUA se asocia
con una media de sCD163 mas elevada, ademas los pacientes con diabetes mellitus
tipo 2 insulinizados presentan una media tanto de IL-6 como de IL-10 mas elevada. Las
mujeres presentan un consumo medio diario menor y una media menor de afios de
duracion del TUA cuando ingresan para desintoxicacion. Las mujeres presentaban una
menor prevalencia de diabetes y de evento cardiovascular previo, asi como una media
menor de valores de sCD163 e IL-10 en plasma.

Los hallazgos estudiados han sido publicados en distintas revistas cientificas como
“Drug Alcohol and Dependece”, “Journal Clinical Medicine” o “Alcoholism: Clinical and
Experimental Reserach” y el Ultimo fue parcialmente presentado como péster en el
College on problems of drug dependence (CPDD) Annual meeting en Minneapoplis en

el afio 2022.
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SUMMARY

SUMMARY

Alcohol consumption is highly prevalent in our environment and is associated with
damage to a large number of organs, promoting the development of diseases such as
alcohol-related liver disease (ARLD), cardiovascular disease, and cancer. Excessive
alcohol consumption is also associated with laboratory abnormalities suggestive of liver
damage. Systemic inflammation, intestinal permeability, bacterial translocation, and
monocyte activation are relevant factors in the pathogenesis of ARLD. It is unknown
whether these phenomena are already present in patients with less advanced forms of
the disease.

The aim of this doctoral thesis is to analyze the values of systemic inflammation
markers, mononcyte activation and bacterial translocation in patients with alcohol use
disorder (AUD), as well as their association with other clinical and analytical
parameters, with concomitant use of cocaine and/or cannabis, with the presence of
liver fibrosis estimated by FIB-4, with sex or the presence of cardiovascular risk factors.
For this purpose, the studies carried out included patients with AUD admitted for
detoxification in two Addiction Units of two different hospitals in the metropolitan area of
Barcelona, Hospital Universitario Germans Trias i Pujol de Badalona and Hospital
Universitario de Bellvitge de I'Hospitalet de Llobregat.

Patients with AUD admitted for detoxification have higher levels of markers of systemic
inflammation, monocyte activation, and bacterial translocation. Cannabis use in these
patients is associated with higher levels of sCD163, a marker of monocyte activation.
Laboratory parameters such as elevated glucose, aspartate aminotransferase (AST),
mean corpuscular volume (MCV), C-reactive protein (CRP), and low hemoglobin levels
are also associated with higher levels of systemic inflammation markers such as IL-6
and monocyte activation markers such as sCD14 and CD163. The presence of
advanced liver fibrosis, measured with the FIB-4 index, is associated with elevated
levels of these systemic inflammation and monocyte activation markers, as well as with
higher levels of lipopolysaccharide-binding protein (LBP) and lower levels of
lipopolysaccharide (LPS). The presence of type 2 diabetes mellitus or a history of
cardiovascular disease in patients with AUD was associated with higher mean sCD163
levels, furthermore, patients with type 2 diabetes mellitus who were treated with insulin
had higher mean levels of both IL-6 and IL-10. Women had lower mean daily
consumption and a shorter mean duration of AUD when they were admitted for
detoxification. Women had a lower prevalence of diabetes and previous cardiovascular
event, as well as lower mean plasma sCD163 and IL-10 levels.

The findings studied have been published in various scientific journals, including "Drug

Alcohol and Dependence", "Journal of Clinical Medicine", and "Alcoholism: Clinical and
Experimental Research”, the last one was partially presented as a poster at the College
on Problems of Drug Dependence (CPDD) Annual Meeting in Minneapolis in 2022.
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INTRODUCCION

1. INTRODUCCION

1.1 SITUACION ACTUAL DEL CONSUMO DE ALCOHOL

El consumo alcohol esta ampliamente extendido en nuestra sociedad, y se calcula que
aproximadamente 2300 millones de personas consumen bebidas alcohdlicas en el
mundo (1).

En Espafia es la droga legal mas consumida con tasas superiores a las del tabaco y a
los hipnosedantes. Se estima que aproximadamente el 76% de las personas entre 15y
64 afos han consumido alcohol en los Gltimos 12 meses, un 64% en los ultimos 30 dias
y el 9% diariamente en los Ultimos 30 dias, siendo el consumo mayor en varones que
en mujeres y siendo la cerveza la bebida alcohdlica mas consumida, seguida del vino y
los combinados (2) (Figura 1).

Prevalencia (%6) Edad (anos)

100 20
80
— o
— p——
60 T ——

40

20

1997 1999 2001 2003 2005 2007 2009 2011 2013 20156 2018 2020 2022

1997 1999 2001 2003 2005 2007 2009 2011 2013 2015 2018 2020 2022

[ | Alguna vez en la vida 90,6 87.3 89,0 88,6 93,7 88.0 94,2 90,9 93,1 93,6 91,2 93,0 93,2
- Ultimos 12 meses 78,5 75,2 781 76,6 8.7 72,9 78,7 76,6 783 77,6 75,2 772 76,4
M Uttimos 30 dias 64,0 61,8 63,7 64,1 64.6 60.0 63,3 62,3 64,4 62,1 62,7 63,0 64,5
M Diariamente dltimos 30 dias 12,7 13,7 15,7 14,1 14,9 10,2 11,0 10,2 9,8 9,3 74 88 9,0

Edad media inicio consumo 16,8 16,89 16,9 16,7 16,7 16,8 16,7 16,7 16,7 16,6 16,6 16,7 16,5

FUENTE: OEDA. Encuesta sobre Alcohol y Drogas en Espana (EDADES)

Figura 1. Evolucion prevalencia consumo alcohol entre poblacién 15-64 afios. Fuente:_Observatorio Espafiol de las
Drogas y las Adicciones. Informe 2023. Alcohol, tabaco y drogas ilegales en Espafia. Madrid: Ministerio de Sanidad.
Delegacion del Gobierno para el Plan Nacional sobre Drogas; 2023. 270 p.

El consumo de alcohol es el séptimo factor de riesgo de mortalidad superando a causas
de muerte como la tuberculosis, el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) y la
diabetes (1). En 2016, se calcul6 a nivel mundial que 2,8 millones de muertes fueron
atribuibles al consumo de alcohol y se ha demostrado claramente también su
contribucién a la discapacidad y a los problemas de salud, siendo la carga de
enfermedad especialmente relevante en la poblacion entre 15 y 49 afios (3).
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En Espafia, el consumo de alcohol es el 4° factor de riesgo de pérdida de salud (Afios
de Vida Ajustados por Discapacidad-AVAD) siendo el 2° en mujeres y el 5° en hombres
(3). Ademas, el consumo de alcohol se considera un factor de riesgo para la aparicion
de mas de 200 enfermedades siendo la enfermedad hepdtica, el cancer y la enfermedad
cardiovascular las més prevalentes (4).

Los costes asociados a su consumo representan mas del 1% del producto interior bruto
(PIB) de paises con ingresos en grado alto-medio teniendo en cuenta que los gastos
sociales son a menudo mas elevados que los gastos sanitarios (5).

Existen distintos patrones de consumo de alcohol que van des de la abstinencia, el
consumo ocasional, el consumo de riesgo, hasta el trastorno por uso de alcohol (TUA),
siendo ésta Ultima la forma mas extrema del consumo perjudicial de alcohol. Para poder
evaluar de una manera precoz el consumo de riesgo de alcohol se desarroll6 el AUDIT
(Alcohol Use Disorders ldentification Test), un cuestionario simple de 10 preguntas cuyo
objetivo es detectar problemas relacionados con el consumo de alcohol. Una cifra
superior a 8 es indicativo de un consumo de alcohol de riesgo (2).

Ademas, existe otro patrén de consumo llamado “binge drinking” o consumo de alcohol
en atracon que consiste en el consumo de 5 unidades de bebida estandar, que equivalen
a 10 gramos de alcohol puro en el caso del hombre) o 4 o0 mas unidades de bebida
estandar en el caso de las mujeres en un intervalo de tiempo menor de dos horas (2).
Este patrén de consumo es el que lleva a la intoxicacién, siendo el patrén mas frecuente
en varones y en edades inferiores a los 45 afios (2).

1.1.1 TRASTORNO POR USO DE ALCOHOL

El trastorno por uso de alcohol (TUA) es la forma mas extrema del consumo perjudicial
de alcohol, y se caracteriza por la pérdida de capacidad para controlar su consumo y su
uso, la priorizacion creciente de su uso que conlleva consecuencias en aspectos de la
vida cotidiana el &mbito social, laboral y psicoldgico, tal y como se describe en la ultima
version del Manual Diagnéstico y Estadistico de los trastornos mentales (DSM-5) (1,6)
(Tabla 1). Existen distintos factores como el entorno, la situacién socio-econémica y
factores genéticos que influyen en su desarrollo.

Tabla 1. Criterios diagndsticos TUA: DSM-5

Criterios diagnosticos Trastorno por Uso de Alcohol (TUA) (*)

1- Se consume alcohol con frecuencia en cantidades superiores o durante un
tiempo mas prolongado de lo previsto

2- Existe un deseo persistente o esfuerzos fracasados de abandonar o controlar
el consumo de alcohol

3- Se invierte mucho tiempo en las actividades necesarias para conseguir
alcohol, consumirlo o recuperarse de sus efectos

4- Ansias o0 un poderoso deseo o0 necesidad de consumir alcohol

5- Consumo recurrente de alcohol que lleva al incumplimiento de los deberes
fundamentales en el trabajo, la escuela o el hogar

6- Consumo continuado de alcohol a pesar de sufrir problemas sociales o
interpersonales persistentes o recurrentes, provocados o exacerbados por
los efectos del alcohol
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7- El consumo de alcohol provoca el abandono o la reduccién de importantes
actividades sociales, profesionales o de ocio
8- Consumo recurrente de alcohol en situaciones en las que provoca un riesgo
fisico
9- Se continua con el consumo de alcohol a pesar de saber que sufre un
problema fisico o psicolégico, persistente o recurrente probablemente
causado o exacerbado por el alcohol.
10- Tolerancia definida por algunos de los siguientes hechos:
a) Una necesidad de consumir cantidades cada vez mayores de alcohol
para conseguir la intoxicacion o el efecto deseado
b) Un efecto notablemente reducido tras en el consumo continuado de la
misma cantidad de alcohol
11- Abstinencia manifiesta por alguno de los siguientes hechos:
a) Presencia del sindrome de abstinencia caracteristico del alcohol
b) Se consume alcohol (o alguna sustancia muy similar, como una
benzodiacepina) para aliviar o evitar los sintomas de abstinencia

*La presencia de al menos dos criterios indica TUA. De 2 a 3 criterios se clasifica como leve, de 4 a 5 como moderado,
y 6 criterios o superior se considera un TUA severo

El TUA es el trastorno mental mas prevalente de forma global, se estima que
aproximadamente 283 millones de personas presentan TUA mayores de 15 afios
(representa el 5.1% de los adultos) y la prevalencia es mas elevada en hombres que en
mujeres (8.6% vs 1.7%) (1,6). En Europa la prevalencia es mas elevada en comparaciéon
con el resto del mundo con aproximadamente 66.2 millones de personas afectadas (1).
Si analizamos los datos de Espafia observamos que el 5.2% de la poblacién entre 15y
64 afos presentan un patron de consumo de alcohol de riesgo con una puntuacion en
el Alcohol Use Disorders Identification Test (AUDIT) >8 (3).

1.2 COMPLICACIONES ASOCIADAS AL CONSUMO DE
ALCOHOL

El TUA representa un problema de salud publica con una prevalencia en aumento en
los ultimos afios, no solo por su contribucién en el incremento de la morbimortalidad de
las personas que lo sufren, sino también en el impacto negativo que genera a nivel
econdémico y social (7).

Las complicaciones relacionadas con el TUA a nivel hepatico son bien conocidas en
cuanto al riesgo de desarrollo de esteatosis, fibrosis, cirrosis hepatica y en ultimo lugar
desarrollo de cancer de higado o hepatocarcinoma (8), pero no solo aumenta el riesgo
de desarrollo de enfermedades hepéticas sino que también aumenta el riesgo de
desarrollar complicaciones a nivel extrahepatico, como es el desarrollo de otro tipo de
neoplasias como el cancer orofaringeo, esofagico, estomacal, pancreatico y cancer
colorrectal entre otros (8).

Las manifestaciones extra-hepéticas que afectan a los distintos érganos pueden ser
variables, siendo el tracto gastrointestinal (Figura 2) uno de los mas afectados con
alteraciones desde la oro-faringe con lesiones en la mucosa o deficiencias nutricionales,
malabsorcion (asociado a la alteracién en el intestino delgado) hasta el intestino grueso
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en forma diarrea 0 aumento de la permeabilidad intestinal, pasando por la afectacion
gastrica y esofagica con trastornos en la mucosa de ambos érganos (7).

Oropharynx:

« Mucosal injuries

+ Malignancies

* Nutritional
deficiencies

* Poor oral health

Esophagus:

* Reflux | GERD

« Barrett's esophagus

» Esophagitis

* Varices Stomach:

* Mallory-Weiss tears * Gastritis
* Hemorrhage
* Erosions
« Friability
.
.

Delayed emptying
Nausea/emesis

Liver:
« Cirrhosis | Portal
hypertension

Pancreas:

* Pancreatitis

» Exocrine insufficiency
* Diarrhea

Small Bowel:

« Nutritional deficiencies
« Bile acid malabsorption
¢ Decreased transit time
.
.

AN A\

Large Bowel:

« Decreased transit time
* Diarrhea

« Flatulence

« Increased permeability

Diarrhea
Bacterial overgrowth

I
Figura 2. Manifestaciones del TUA gastrointestinales. Fuente: Abbas D, Ciricillo JA, Elom HA, Moon AM. Extrahepatic
Health Effects of Alcohol Use and Alcohol-associated Liver Disease. Clin Ther. 2023 Dec;45(12):1201-1211.

El TUA y el consumo crénico de alcohol ademas se ha relacionado directamente con
una gran variedad de enfermedades cardiovasculares como la hipertension, la
miocardiopatia asociada al consumo de alcohol, las arritmias cardiacas como la
fibrilacion auricular o los accidentes vasculares cerebrales (9,10,11).

Las complicaciones neurol6gicas derivadas del consumo de alcohol son muy variables
en funcién del patrén de consumo (agudo o crénico) y la afectacion del sistema nervioso
central (SNC) y/o del sistema nervioso periférico (SNP) pudiendo dar lugar a
enfermedades como el sindrome de Wernicke-Korsakoff, la demencia alcohdlica
(caracterizada por la dificultad para la resoluciébn de problemas, alteracion de la
memoria anterégrada y capacidad de nuevo aprendizaje) y la neuropatia periférica entre
otras, siendo algunas de ellas de caracter irreversible (7).

El dafio cerebral asociado al alcohol [Alcohol-related brain injury (ARBI)] es un término
que engloba diferentes complicaciones neurodegenerativas causadas por el TUA,
siendo una consecuencia poco reconocida, sin unos claros criterios diagndésticos
estandarizados por lo que es dificil saber cuantos pacientes con TUA lo padecen (12).

Las caracteristicas del ARBI incluyen cambios en la funcion ejecutiva y en el
comportamiento que a menudo requieren ingresos hospitalarios y generan una situacion
de estrés en el paciente y su entorno (13,14). La falta de reconocimiento de ARBI puede
derivar a que el paciente sea etiquetado de “problematico” debido a su capacidad
disminuida para comprender, recordar y por tanto cumplir los consejos y tratamientos
clinicos (12).
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Las alteraciones hematol6gicas como la anemia megaloblastica por déficit de vitamina
B12 o de acido félico, la alteracion del metabolismo 6seo con una disminucion de la
densidad de masa Osea, un aumento de la grasa en la médula ésea y una menor
proliferacibn de los osteoblastos, los trastornos endocrinolégicos o los déficits
carenciales nutricionales producidas por el TUA también pueden favorecer la aparicion
de enfermedades croénicas (7).

Como se observa en la figura 3 no solo el consumo de alcohol crénico puede favorecer
a la aparicion de complicaciones hepaticas y extrahepaticas, también el consumo agudo
puede provocar aparicion de sintomas variables sobretodo, neurolégicos.
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Figura 3. Complicaciones médicas derivadas del consumo excesivo de alcohol. Fuente: Fuster D, Zuluaga P, Muga R.
Complicaciones médicas del consumo excesivo de alcohol. Drogodependencias. Capitulo 11. Editorial Médica

Panamericana. 2023. P. 140-140.

Un aspecto importante sobre el impacto del consumo de alcohol crénico, es su
afectacion al sistema inmunitario. Este se clasifica de forma habitual en la inmunidad
adaptativa y la inmunidad innata, y el TUA tiene influencia sobre ambas (15). Por
ejemplo, el efecto del etanol sobre la inmunidad adaptativa incrementa el nimero de
linfocitos B y T en el consumo moderado mientras que en el consumo de alcohol
perjudicial y en el TUA hay una disminucién del recuento celular tanto linfocitos B y de
Linfocitos T (tanto CD4 como CD8) y un aumento de los linfocitos T de memoria que
aumentan la incidencia de enfermedades asociadas a la inflamacion sistémica como la
enfermedad cardiovascular o el cancer (16). En la inmunidad innata el alcohol modifica
la funcién de los monocitos y estos expresan Toll-like receptors (TLR) que a su vez
reconoce una endotoxina llamada lipopolisacarido (LPS) derivada de la pared de las
bacterias Gram-negativas, lo que provoca la activacion de los monocitos, su maduracion
hacia macrofagos y en ultimo término la secrecion de diferentes citoquinas vy

quimioquinas (16).

Los mecanismos fisiopatolégicos implicados en las complicaciones derivadas del
consumo de alcohol son muy variables y algunos de ellos son desconocidos. Entre los
mecanismos implicados conocidos en la lesion de 6rganos diana, destacan sobre todo
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el dafio hepatico, la inflamacion sistémica, la activacion monocitaria, la permeabilidad
intestinal y la translocacién bacteriana. Uno de los principales mecanismos potenciales
es la metabolizacién del alcohol en acetaldehido, generando especies reactivas de
oxigeno (ROS), y el dafio en el acido desoxirribonucleico (DNA) (17).

1.2.1 DANO HEPATICO

El consumo de alcohol crénico produce una alteracion en la funcién hepatica y puede
provocar distintas formas de dafos estructurales en el parénquima hepatico, lo que se
conoce como enfermedad hepatica asociada al alcohol. El higado es el principal érgano
donde se metaboliza el alcohol debido a que presenta gran cantidad de enzimas para
catalizar las distintas reacciones oxidativas necesarias para poder realizar su
metabolizacion (18).

La absorcion del alcohol se produce basicamente en el tracto gastro-intestinal, aunque
aproximadamente el 80% del etanol es metabolizado en el higado, principalmente en
los hepatocitos (19).

La enzima alcohol deshidrogenasa (ADH) es la principal catalizadora en la oxidacién del
etanol a acetaldehido, un metabolito téxico, en el citoplasma de los hepatocitos (18,20).
En la misma reaccioén, en la mitocondria se reduce el cofactor nicotinamida adenina
dinucleétido oxidado (NAD+) formando coenzima NAD recudio (NADH) (Figura 4) que
participa como cofactor en la formacion de sintesis de acidos grasos mediante cambios
en el metabolismo de los hepatocitos que inducen a la formacién de triglicéridos (debido
a la esterificacion del glicerol). La exposicion continua al alcohol y la continua reduccion
de NAD+ a NADH contribuye a cambios en el metabolismo de los hepatocitos, su
balonizacién crénica y el acimulo de los triglicéridos provocando entre otros fenébmenos
el desarrollo de esteatosis hepética (20).

H,0, H,0
-
: o
H ]
EtOH €————= Acetaldehyde Acetate—>|3
NAD*  NADH NAD*  NADH 5

£ CYP2ETN

NADPH + H* + O, NADP* + 2H,0

Figura 4. Vias de metabolizacion del alcohol en el higado. Fuente: Osna NA, Rasineni K, Ganesan M, Donohue TM Jr,
Kharbanda KK. Pathogenesis of Alcohol-Associated Liver Disease. J Clin Exp Hepatol. 2022 Nov-Dec;12(6):1492-1513.
doi: 10.1016/j.jceh.2022.05.004. Epub 2022 May 31.

Existen otras vias de metabolizacién del alcohol como la del CYP2E1l, enzima del
citocromo P450 del higado, localizado en el reticulo endoplasmatico. Esta via de
oxidacion del alcohol aparece en pacientes con consumo cronico. En esta ocasion se
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oxida el etanol, en presencia de oxigeno molecular (O;), a acetaldehido y convierte el
fosfato de NAD reducido (NADPH) a su forma oxidada, generando agua (20). Esta
activacion y el aumento de CYP2E1 conduce a su vez a mayor formacion de ROS,
implicadas en el estrés oxidativo (21). Ademas, todavia existe otra via de metabolizacion
que reside en los peroxisomas donde hay una desoxidacion de peréxido de hidrogeno
(H202) mediante el enzima catalasa generando acetaldehido y H20 (20,22).

El acetaldehido durante la catalisis, es a su vez oxidado en la mitocondria mediante la
aldehido-deshidrogenasa favoreciendo la formacién de acetato que entra en la
circulacion sanguinea (19,23).

En el tracto gastro-intestinal, aunque la metabolizacién del alcohol es menor respecto al
higado, también se produce un dafio local en la mucosa sobretodo géastrica debido a la
toxicidad del acetaldehido (19).

La enfermedad hepatica asociada al consumo de alcohol presenta amplio espectro de
variantes en cuanto al grado de dafio hepatico provocado, que incluye: la esteatosis, la
esteatohepatitis, la fibrosis, la cirrosis y el hepatocarcinoma (Figura 5), siendo la
esteatosis hepética el estadio inicial, que ocurre en la mayoria de pacientes con un
consumo elevado de alcohol (20). Cuando la esteatosis progresa, ésta se debe al
desarrollo de fendmenos como la inflamacién, el consecuente dafio en los hepatocitos
con infiltracion neutrofilica y el fendmeno llamado balonizacion (degeneracion del
hepatocito) (21,24). Esta progresién hacia esteatohepatitis ocurre en aproximadamente
el 20-40% de los pacientes con consumo cronico de alcohol (20,21,25).

Entre un 10-20% los pacientes con esteatosis hepatica asociada al consumo de alcohol
desarrollaran cirrosis hepatica en respuesta a una inflamacion sistémica mantenida y el
estado de la inmunidad innata y adaptativa donde se encuentran implicados patrones
moleculares asociados a patdgenos (PAMPS) y patrones moleculares asociados al dafio
(DAMPs) (20,26).

Existen otros factores modificadores que pueden exacerbar o desacelerar la progresion
de la enfermedad hepéatica asociada al alcohol como la edad, el sexo (el sexo femenino
tiene mas susceptibilidad), la raza, factores genéticos, el tipo de consumo y el consumo
acumulado, asi como factores nutricionales, el consumo de otras drogas, la obesidad o
la presencia de otras infecciones virales como el virus de la hepatitis C (VHC) o el VIH
(20).
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Figura 5. Fases del dafio hepatico inducido por el alcohol. Fuente: Osna NA, Rasineni K, Ganesan M, Donohue TM Jr,
Kharbanda KK. Pathogenesis of Alcohol-Associated Liver Disease. J Clin Exp Hepatol. 2022 Nov-Dec;12 (6):1492-
1513.. Epub 2022 May 31.
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1.2.2 INFLAMACION SISTEMICA Y ACTIVACION MONOCITARIA

La inflamacién hepatica asociada al consumo de alcohol se genera por muchos
mecanismos, siendo uno de los mas importantes el mediado por PAMPs derivados del
intestino, junto con la liberacion de citoquinas y quimioquinas de las células de Kupffer
y DAMPs liberado por los hepatocitos muertos. Ademas, un aumento de la respuesta
inmune adaptativa inducida por neoantigenos y agregados de proteinas a través de
ROS, puede contribuir aiin méas a la inflamacién sistémica hepatica (27). (Figura 6)
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Figura 6. Mecanismos implicados en el higado graso por consumo de alcohol. Fuente: Seitz HK, Bataller R, Cortez-
Pinto H, Gao B, Gual A, Lackner C, Mathurin P, Mueller S, Szabo G, Tsukamoto H. Alcoholic liver disease. Nat Rev Dis
Primers. 2018 Aug 16;4 (1):16.. Erratum in: Nat Rev Dis Primers. 2018 Aug 28;4(1):18.

Los PAMPs derivados de la microbiota intestinal y los DAMPs liberados por células
estresadas o dafiadas son reconocidos por diferentes receptores Toll-like (TLR) y NOD-
like receptor (NLR) que se expresan en las células inmunitarias y en las células
parengquimatosas del higado.

Los TLR activados provocan a su vez la activacion de mediadores pro-inflamatorios
como las citoquinas, las quimioquinas y moléculas de adhesién mediante transcripcion,
y éstas posteriormente provocaran inflamacion en las células hepéticas (28).

Una PAMP derivado del intestino como el lipopolisacarido (LPS) siendo uno de los
mayores estimuladores de los TLR, es detectado por el TLR4, lo que provoca la
activacion del factor nuclear kB (NF-kB) y la producciéon de quimioquinas y citoquinas
pro-inflamatorias como el ligando 2 de la quimiocina CC (CCL2) y la interleuquina (IL) 8
reclutando macrofagos y neutrdéfilos al higado, respectivamente. Ademas, la activaciéon
de NF-kB mediada por TLR4 induce la produccion y liberacion de las citoquinas pro-
inflamatorias como el factor de necrosis tumoral (TNF) e IL-6 (citoquina secretada entre
otras células por los macréfagos y que aumenta en distintas situaciones como el
consumo cronico de alcohol y en pacientes con hepatitis aguda alcohdlica) entre otras.
(27, 29).
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Las citoquinas e interferon-y (IFN-y) inician una respuesta pro-inflamatoria en los
macrofagos, lo que resulta en la liberacion del factor de necrosis tumoral (TNF), IL-18,
IL-6, IL-12 y ROS (30,31). Mediante la liberaciéon de citoquinas y quimioquinas pro-
inflamatorias, los macréfagos interactian con otras células inmunitarias, como los
linfocitos T, los linfocitos B, los linfocitos T-citotdxicos y los neutrofilos (32, 33). Por otro
lado, la liberacion de citoquinas moduladoras como la IL-10, el factor de crecimiento
transformante beta (TGF-B), la IL-4 y la IL-13, inducida por sefales adaptativas e
innatas, es fundamental para atenuar la inflamacion y promover la cicatrizacion (34).
Este TGF-B estimula potentemente la diferenciacion de las células estrelladas hepaticas
en miofibroblastos (35), responsables de la fibrogénesis durante los episodios de
inflamacién hepatica y éstos experimentan una proliferacién persistente que contribuye
a la progresién de la enfermedad mediante la sintesis de componentes de la matriz
extracelular y la potenciacion de la inflamacion junto con la liberacion de quimioquinas,
citoquinas y mediadores de fibrosis (36,37).

Los macrofagos desempefian un papel crucial tanto en la fibrogénesis hepéatica como
en la resolucién de la fibrosis, y varias moléculas liberadas por ellos participan en estos
procesos, por lo que las concentraciones plasmaticas de dichas moléculas pueden
reflejar el grado de fibrosis en las enfermedades hepéticas. Los receptores scavanger
son expresados por los macréfagos como parte de un amplio panel de receptores
responsables de la regulacién de la endocitosis, la fagocitosis, la adhesion y la
sefalizacién siendo algunos de ellos indicadores de la respuesta inflamatoria en las
enfermedades hepaticas. (38). Las proteinas mas estudiadas son el grupo de células de
diferenciacion 163 (CD163) y el receptor de manosa (MR/CD206) (Figura 7). El CD163,
un receptor scavenger es expresado exclusivamente por monocitos y macréfagos
(39,40) ejerciendo su principal funcién biolégica mediante la eliminacién de complejos
hemoglobina-haptoglobina durante la hemdlisis (34). Una forma soluble (sCD163) esta
presente en el plasma, y la escisién enzimatica del receptor CD163 por el sistema
TACE/ADAML17 esté altamente regulada al alza en respuesta a estimulos inflamatorios,
incluyendo la respuesta al LPS (41,42).
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Figura 7. Activacion de los macrofagos en respuesta a la immunomodulacion. Fuente: Gantzel R. H., Kjaer M.
B., Laursen T. L., Kazankov K., George J., Moller H. J., and Grgnbaek H., Macrophage activation markers, soluble
CD163 and mannose receptor, in liver fibrosis, Frontiers in Medicine. (2021)
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Existen otras citoquinas pro-inflamatorias como IL-13 (también inducida por la via TLR4-
NF-kB y a través del inflamasoma), TNFaq, IL-12, IL-18 que a su vez también promueven
la inflamacién sistémica hepéatica. Por contra, también se activan otras citoquinas como
la IL-10 que promueven la supresion de la inflamacion e inducen a la reparacion del
tejido dafiado (28,43).

En pacientes con infeccién cronica por VIH o VHC este aumento de las citoquinas pro-
inflamatorias (incluyendo entre otras IL-6) y el aumento de la activacibn monocitaria
(medida por el receptor soluble del CD14 [sCD14], un marcador de LPS a las respuestas
inmunes) se han asociado a peores resultados en relacién a la salud, sobretodo en
cuanto a un aumento de la morbimortalidad (44).

En el TUAy la exposicion continua al alcohol mantiene de forma permanente todas estas
vias de activacion y por tanto se perpetua la inflamacion sistémica. Ademas, el TUA se
asocia con un desequilibrio la respuesta inmunitaria entre el tipo Th-1y el tipo Th-2, con
mayor activacién inmunitaria y mayor inflamacion (45,46).

La inflamacion sistémica y aumento de la activacion monocitaria han sido ampliamente
estudiados en modelos animales, también en pacientes con cirrosis hepética asociada
al alcohol y otras enfermedades hepaticas, pero no tanto en pacientes con TUA sin
evidencia de enfermedad hepética (46,34).

Las elevaciones més significativas de sCD163 plasmético se han observado en
procesos de lesion hepatica aguda como la hepatitis alcohélica (47), la insuficiencia
hepética aguda (48) y la insuficiencia hepética aguda sobre cronica (ACLF de sus siglas
en inglés), donde muestra un gran potencial como predictor independiente de mortalidad
a corto plazo (49).

1.2.3 PERMEABILIDAD INTESTINAL Y TRANSLOCACION BACTERIANA

La barrera intestinal regula el paso de materiales, nutrientes, microorganismos y otras
sustancias del tracto gastrointestinal a la circulacion sanguinea y a su vez previene el
paso de sustancias toxicas (50). El epitelio intestinal puede volverse mas permeable si
se producen cambios en su estructura permitiendo asi el paso de patdégenos y
sustancias deletéreas a la sangre (50).

El consumo alcohol induce cambios en dicha barrera, en concreto en las células
epiteliales y en el espacio intercelular que alteran tanto la permeabilidad transepitelial
como la permeabilidad paracelular (50) (Figura 8). Los cambios producidos a nivel de la
permeabilidad transepitelial son debidos a la muerte celular provocada por el alcohol y
a los cambios en la mucosa del intestino como ulceraciones y erosiones (51). En esta
muerte celular estan implicados los “DNA adducts” derivados del acetaldehido y las ROS
que resultan del estrés oxidativo (52). Todos estos cambios dan como resultado el
aumento de la permeabilidad intestinal.
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Figura 8. Alteracién de la barrera intestinal inducida por el alcohol. Fuente: Bishehsari F, Magno E, Swanson G, Desai
V, Voigt RM, Forsyth CB, Keshavarzian A. Alcohol and Gut-Derived Inflammation. Alcohol Res. 2017;38(2):163-171

El consumo crénico de alcohol como se ha descrito anteriormente tiene efectos sobre la
mucosa intestinal y estos cambios producidos en las células epiteliales producen un
aumento de la permeabilidad y a su vez cambios en la microbiota intestinal (disbiosis).

Estos cambios favorecen la translocacién del LPS y otras endotoxinas a la circulaciéon
sanguinea y éste fenomeno de aumento de LPS en sangre periférica se denomina
endotoxemia metabdlica (53).

El LPS se une a la proteina de union al LPS (LBP) y este complejo LBP-LPS es
presentado al CD14 en la superficie celular, que se expresa principalmente en los
macrofagos, neutréfilos y células dendriticas. Este mecanismo permite activar TLR4
(54).

En las células de Kupffer a través de TLR4, se produce la activacion del factor nuclear
kB (NF-kB) y como consecuencia la liberacién de citoquinas, quimoquinas y ROS
(Figura 9) (54,55).
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Figura 9. Permeabilidad intestinal y endotoxemia inducida por el alcohol. Fuente: Rao R. Endotoxemia and gut barrier
dysfunction in alcoholic liver disease. Hepatology. 2009 Aug;50(2):638-44.

La microbiota intestinal se define como el conjunto de microorganismos (bacterias, virus
y otros) presentes en el tracto gastrointestinal (56) y ésta se ve alterada en pacientes
con consumo crénico de alcohol con cambios en su composicion provocando
incremento de algunas especies como los bacilos Gram negativos o los Lactobacillus y
una disminucion de Bacterioides o anaerobios (57). Ensayos clinicos como el de K.
Litwinowicz y colaboradores donde comparan la composicién de la microbiota humana
en sujetos sanos y en pacientes con TUA reafirman estos cambios (58).

1.2.4 ENFERMEDAD CARDIOVASCULAR

La relacion entre el consumo de alcohol y la enfermedad cardiovascular ha sido objeto
de debate a lo largo de los afios.

Algunos estudios observacionales mediante afirman de forma repetida que un consumo
leve-moderado de alcohol reduce el riesgo de desarrollar enfermedad cardiovascular en
comparacion con la abstinencia o el consumo excesivo (59,60,61). Si bien es cierto, hay
que decir que en muchos de estos estudios existen sesgos de seleccion y no se han
tenido en cuenta factores de confusién como el estilo de vida (se ha relacionado que el
hecho de consumir 1 6 2 Unidades de Bebida Estandar (UBEs) al dia puede ser un
rasgo de personas con habitos de vida saludable), el estatus socioeconémico, las
comorbilidades, los factores genéticos etc..., que no permiten establecer una causalidad
directa exclusivamente derivada del consumo de alcohol (62,63).

La enfermedad coronaria, la hipertension arterial (HTA), el accidente vascular cerebral
isquémico, incluso la diabetes mellitus son algunas de las enfermedades
cardiovasculares descritas en los estudios que presentan menor riesgo de desarrollo
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ante un consumo leve-moderado de alcohol, sobretodo relacionado con el consumo de
vino (61,64).

Cuando existe un consumo elevado o perjudicial de alcohol, el riesgo de desarrollo de
distintas enfermedades cardiovasculares (hipertension arterial, cardiopatia isquémica,
vasculopatia periférica, enfermedad cerebrovascular, diabetes mellitus etc...) y la
mortalidad asociada a las mismas esta claramente aumentada como se ha descrito en
multiples estudios observacionales y ensayos clinicos (59,64).

Los mecanismos moleculares y posibles mediadores responsables del dafio tisular en
las arterias son distintos. La produccion de mediadores inflamatorios y antioxidantes
derivados de la metabolizacién del etanol por sus distintas vias como se han descrito
anteriormente generan ROS, que a su vez oxidan DNA celular, &cido ribonucleico (RNA)
y proteinas iniciando una peroxidacion de la membrana lipidica que induce la produccion
de mediadores inflamatorios causando estrés oxidativo a nivel celular (65). ROS y
especies nitrogenadas, asi como las citoquinas y quimioquinas inflamatorias como el
TNFa o la proteina quimiotactica monocitaria 1 (MCP-1) pueden ser uno de los factores
contribuyentes del deterioro de la homeostasis de las células endoteliales de la pared
de los vasos sanguineos y el tono vascular lo que provocaria a largo plazo la
hipertensién inducida por alcohol (65,66). Ademdas, un desbalance entre
vasoconstrictores enddgenos como la angiotensina Il que a su vez estimula la
superoéxido dismutasa a través de la activacion de NADPH pueden contribuir también al
dafio tisular/vascular inducido por alcohol, como se ha demostrado en modelos con ratas
(65,67,68).

Ademas de estos mecanismos anteriormente descritos, los efectos del alcohol sobre el
sistema nervioso autébnomo, el eje renina-angiotensina, el aumento de la sensibilidad de
los baroreceptores y el aumento de influjo de calcio en las células de musculo liso,
provocan un aumento de las resistencias vasculares lo que conlleva a desarrollo de
hipertensién (69).

El consumo elevado de alcohol se asocia a un aumento de los niveles plasmaticos de
colesterol HDL (high-density lipoprotein) (HDL-c) y triglicéridos y disminucién de los
niveles de LDL (low-density lipoprotein) colesterol (LDL-c) (70,71). Existen multiples
hip6tesis en relacién a la disminucion del LDLc asociada al consumo de alcohol. Se ha
sugerido que el alcohol puede estimular la sintesis de los receptores de LDL y por tanto
su disminucién de la concentracion plasmatica (72). El consumo de alcohol aumenta el
aclaramiento fraccional de particulas de LDL, producidos por sus metabolitos como el
acetaldehido que reduce la union de LDL a su receptor especifico y estas LDL
modificadas son eliminadas de la circulacién (72,73).

La arterioesclerosis es otro de los mecanismos que se ha relacionado con el aumento
del riesgo cardiovascular (74). El dafio en el endotelio y la respuesta inflamatoria
endotelial incluye la coordinacion entre el sistema inmunitario a través de la inmunidad
innata (con los macréfagos) y la inmunidad adaptativa (linfocitos B 'y T y las células
dendriticas) siendo ambos sistemas capaces de generar sustancias inflamatorias como
por ejemplo el TNFa (implicado en el desarrollo de la progresion de arterioesclerosis);
interleucinas como la IL-6 o la IL-12 y también sustancias antiinflamatorias como la IL-
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10. Este balance entre sustancias inflamatorias y antiinflamatorias determinan la
progresion de la arterioesclerosis (74) (Figura 10).
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Figura 10. Fase temprana de lesiones arterioescleréticas. Fuente: Henein MY, Vancheri S, Longo G, Vancheri F. The
Role of Inflammation in Cardiovascular Disease. Int J Mol Sci. 2022 Oct 26;23(21):12906

1.3 UNIDAD DE DESINTOXICACION HOSPITAL GERMANS
TRIAS | PUJOL

La Unidad de Desintoxicacion del Hospital Germans Trias i Pujol se cre6 en el afio 1986.
Se trata de una unidad integrada dentro del Servicio de Medicina Interna donde la
gestibn de los pacientes que ingresan es exclusivamente realizada por médicos
especialistas en Medicina Interna.

Los pacientes seleccionados para ingreso hospitalario para desintoxicacion tanto de
alcohol como otras drogas (cocaina, opioides, cannabis...) provienen de distintos puntos
de atencién sanitaria del area Metropolitana-Nord, des de atencion primaria, consultas
externas de la Unidad de Adicciones o centros para el trastorno por uso de sustancias
(Centros de Atencion y Seguimiento [CAS]).

Todos los ingresos se realizan de forma programada. Los pacientes con
descompensacion aguda de alguna de sus enfermedades previas (si las tienen),
relacionadas o no con el consumo de alcohol u otras drogas son excluidos del ingreso
hospitalario en la Unidad de Desintoxicacion.
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Previo al ingreso hospitalario se les realiza a todos los pacientes una entrevista detallada
conjunta entre un/a doctor/a de la Unidad de Desintoxicacién y un/a enfermero/a
especializado/a en adicciones. En dicha entrevista se recogen datos epidemiol6gicos,
sobre el entorno social, datos sobre el consumo de drogas y en especial sobre aquella
droga causante de la necesidad del ingreso hospitalario, datos sobre sus comorbilidades
previa al ingreso y se explica en qué consistira el ingreso y las normas a seguir durante
el proceso de hospitalizacién.

Durante el ingreso, se les realiza a todos los pacientes una historia clinica completa,
una exploracion fisica y una analitica completa donde se evallan distintos parametros
analiticos como se describiran mas adelante.

El objetivo principal del ingreso en la Unidad de Desintoxicacion consiste en un primer
abordaje integral del trastorno por el uso de la sustancia consumida, planificando el inicio
de su deshabituacion en aquellos casos que no la habian iniciado o continuando de
forma mas intensa en aquellos casos donde habia fracasado el tratamiento ambulatorio.

Las unidades de desintoxicacion pueden tener un papel muy importante en los pacientes
con TUA porgque ademas de tener un riesgo aumentado de desarrollo de comorbilidades
tal y como se ha detallado anteriormente, también en algunos estudios observacionales
se ha evidenciado que aquellos pacientes con TUA grave no tratado tienen mayores
tasas de mortalidad comparado con la poblacién general (75).

Inmaculada Rivas y colaboradores publicaron un estudio en 2011 (76) donde se
incluyeron un total de 686 pacientes con una edad media de 43.8 afios que ingresaron
en la Unidad de Desintoxicacion del Hospital Universitari Germans Trias i Pujol y en la
Unidad de Desintoxicacién del Hospital Universitari de Bellvitge a los que se les realizé
un seguimiento durante 3.1 afios de mediana. Se observo un total de 78 defunciones lo
que supone una tasa de mortalidad de 3.28 por cada 100 pacientes/afio, casi 20 veces
mayor que la tasa de mortalidad ajustada por edad en la poblacion general. Las
estimaciones de supervivencia para aquellos pacientes que presentaban mayor
comorbilidad médica calculada a través del “Cumulative lllnes Rating Scale- Substance
Abuse” (CIRS-SA) y éste era superior a 2 fueron significativamente menores que las
observadas para pacientes con comorbilidad leve o moderada (Figura 11). Las
principales causas de mortalidad fueron relacionadas con la enfermedad hepatica
(29%), enfermedad neoplasica (18.7%) y enfermedad cardiovascular (16%).
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Figura 11. Rivas |, Sanvisens A, Bolao F, Fuster D, Tor J, Pujol R, Torrens M, Rey-Joly C, Muga R. Impact of medical

comorbidity and risk of death in 680 patients with alcohol use disorders. Alcohol Clin Exp Res. 2013 Jan

A lo largo de los ultimos 40 afios el perfil y las caracteristicas basales de los pacientes
y la sustancia principal consumida han cambiado de forma sustancial como se puede
observar en los datos extraidos del estudio en 3 unidades de desintoxicacién (Hospital
Universitari Germans Trias i Pujol, Hospital Universitari Bellvitge y Hospital del Mar) del
area metropolitana de Barcelona de A. Sanvisens et al publicado el afio 2014 (77)
(Figura 11). En los afios 80 y 90 predominaba ampliamente el consumo de heroina por
encima de cocaina y del alcohol, siendo ésta Ultima la sustancia menos consumida en
los pacientes que ingresaban en la unidad de desintoxicacién en esa época. A partir
del afio 2000, se evidencia una inversion de las frecuencias y el porcentaje en cuanto
a la droga consumida que motiva el ingreso hospitalario siendo el alcohol la sustancia
consumida principal, aunque no de forma destacada. En la actualidad la principal
sustancia que motiva el ingreso hospitalario para desintoxicacion es el alcohol con

amplia diferencia.

Ademas, cabe destacar que en cuanto a comorbilidades una de las mas llamativas es
el porcentaje de pacientes ingresados con infeccion por el VHC y VIH, que en los afios
80 y 90 eran muy superiores a las actuales como también observaremos mas adelante

(Figura 12).
Heroin (N=3388) Cocaine (N=945) Alcohol (N=690)
n(%) n(%) n(%)
Men 2695(79.5) 694(73.4) 541(78.4)
Median age (IQR), years 27(24-31) 32(27-37) 41(35-48)
Period of admission
1985-1991 1336(39.4) 85(9.0) 28(4.1)
1992-1996 1130(33.3) 189(20.0) 131(19.0)
1997-2001 666(19.7) 268(28.4) 95(13.8)
2002-2006 256(7.6) 403(42.6) 436(63.2)
Past or current injection drug use 3015(89.6) 613(65.8) 113(16.5)
History of imprisonment 1272(39.3) 342(38.0) 125(19.6)
HIV-positive (n=4828) 1620(49.9) 326(354) 62(9.3)
HCV-positive (n=4830) 2595(80.1) 595(64.8) 138(21.3)
HBsAg-positive (n=4250) 170(6.1) 44(5.1) 17(2.8)

Figura 12. Sanvisens A, Vallecillo G, Bolao F, Rivas |, Fonseca F, Fuster D, Torrens M, Pérez-Hoyos S, Pujol R, Tor J,
Muga R. Temporal trends in the survival of drug and alcohol abusers according to the primary drug of admission to
treatment in Spain. Drug Alcohol Depend. 2014 Mar
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1.3.1 DETECCION DE COMORBILIDADES

En la Unidad de Desintoxicacion del Hospital Germans Trias i Pujol, teniendo en cuenta
que los principales responsables de la atencidn al paciente son médicos internistas otro
de los objetivos del ingreso hospitalario es detectar e identificar aquellos pacientes con
posibles comorbilidades médicas no conocidas previamente tanto a corto como a largo
plazo para su abordaje e iniciar terapias no farmacolégicas y farmacoldgicas si lo
requiere de forma precoz. A su vez es una oportunidad para optimizar el tratamiento de
las comorbilidades ya conocidas e incidir si lo requiere en las medidas higienico-
dietéticas de las mismas.

1.3.1.1 Alteraciones ecoqraficas

Un ejemplo de ello en cuanto a la deteccion de comorbilidades no conocidas es el
estudio publicado por el Dr. Fuster y colaboradores en 2018 (79) donde se realiz6 a
todos los pacientes con TUA ingresados en el Hospital Germans Trias i Pujol entre enero
2013 y diciembre 2015 para desintoxicacion sin enfermedad hepatica conocida, una
ecografia abdominal realizada por el servicio de Radiologia, en ayunas y siguiendo las
directrices del Colegio Americano de Radiologia (86) dentro de los 3 primeros dias de
ingreso. El objetivo de la ecografia abdominal era identificar alteraciones ecogréficas
como esteatosis hepatica, hepatomegalia, higado heterogéneo, e hipertensién portal.
En el estudio se incluyeron 301 pacientes con una mediana de edad de 46 afios, siendo
en su mayoria varones (80%), con un consumo de alcohol de mediana de
180gramos/dia previo al ingreso y una duracion del TUA de 10 afios (121 meses).
Ademas, el 20.5% consumian cocaina, el 1% cannabis y 1.7% opioides.

El 76,9% (n=220) de los casos presentaban alguna alteracion ecografica y un 44.8% 2
0 mas alteraciones. En cuanto a los hallazgos ecograficos el 57,3% presentaban algun
grado de esteatosis hepdtica, leve un 22.7%, moderada un 25% y grave un 9.7%.
Ademas, el 49,5% de la poblacion estudiada present6é hepatomegalia, el 16,6%
presentaba un higado heterogéneo y un 16,4% tenia signos ecograficos compatibles
con hipertension portal. Cabe destacar también que 15 pacientes presentaban lesiones
ocupantes de espacio (LOEs) siendo 2 de ellas LOEs sugestivas de carcinoma
hepatocelular. En la figura 13 se puede visualizar las caracteristicas de los pacientes y
los hallazgos ecogréficos.
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N = 301

n (%)
Men 241 (80.1)
Age (years), median (IQR) 46 (39-51)

BMI, median (IQR) (n = 281)

Alcohol and substance use
Aleohol consumption (g/day), median (IQR) (n = 286)
Duration of AUD (months), median (IQR)

24.7 (21.8-28.0)

180 (120-201)
121 (60-240)

Prior intravenous drug use (n = 295) 46 (15.6)
Use of other substances at admission
® Cocaine 54 (20.5)
® Benzodiazepines 5(1.7)
® Cannabis 3(1.0)
Laboratory and biver-related parameters
AST (U/L), median (IQR) (n = 265) 42 (23-78)
ALT (U/L), median (IQR) (n = 295) 35 (19-60)

Platelets (10°/L), median (IQR)
Total cholesterol (mg/mL), median (IQR) (n = 299)

203 (147-257)
194 (166-228)

HCV infection (n = 292) 62 (21.2)
ALI (n = 260) 41 (15.8)
ALF (n = 263) 64 (24.3)
Ultrasound findings
Mo abnormmalities (n = 286) 66 (23.1)
Liver steatosis (n = 300)

® No 128 (42.7)

® Mild 68 (22.7)

® Moderate 75 (25)

® Severe 29 (9.7)
Hepatomegaly (n = 299) 148 (49.5)
Heterogeneous liver (n = 289) 48 (16.6)
Portal hypertension® (n = 293) 48 (16.4)
Space-occupying lesions (n = 299) 15 (4.9)
=2 abnormalities (n = 286) 128 (44.8)

IQR: Interquartile Range; BMI: Body Mass Index; ALI: Analytical Liver Injury;
AST: Aspartate Aminotransferase; ALT: Alanine Aminotransferase; ALF:
Advanced Liver Fibrosis, AUD: Alcohol Use Disorder, HCV: Hepatitis C Virus.

# Presence of any of the following ultrasound features: splenomegaly, en-
larged portal vein, ascites and/ or abnormal portal vein flow.

Figura 13. Fuster D, Garcia-Calvo X, Zuluaga P, Rivas |, Sanvisens A, Tor J, Muga R. Ultrasound findings of liver
damage in a series of patients consecutively admitted for treatment of alcohol use disorder. Drug Alcohol Depend. 2018
Sep 1;190:195-199.

Ademas, como se muestra en la figura 14 se analizaron las asociaciones entre los
hallazgos ecogréficos y:

- Lainfeccion por VHC.

- Las alteraciones graves analiticas del perfil hepatico definidas como la presencia
de al menos dos de los siguientes criterios aspartato aminotransferasa (AST)
=74 U/L<300 U/L, ratio AST/ alanina aminotransferasa (ALT) >2 y bilirrubina total
> 1.2mg/dL.

- Presencia de fibrosis hepatica avanzada medida a través del FIB-4 siendo éste
igual o superior a 3.25.
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Los pacientes con infeccién por VHC presentaron una mayor prevalencia de higado
heterogéneo (25,4 % frente a 14,5 %, p = 0,04) e hipertensién portal (27,1 % vs 13,8 %,
p <0,01) que aquellos sin infeccién por VHC. La presencia de alteraciones graves del
perfil hepético se asocié con esteatosis hepética en alguno de sus grados (80,5 % frente
a 55,5 %, p < 0,01), hepatomegalia (75,6 % vs 46,5 %, p < 0,01) e hipertension portal
(25 % vs 14,6 %, p = 0,08) en comparacion con los sujetos sin criterios analiticos.
Mientras que la presencia de fibrosis hepética avanzada mediante FIB-4 >3.25 se asocio
con esteatosis hepética (81,3 % vs 52 %, p < 0,01), hepatomegalia (67,2 % vs 45,7 %,
p < 0,01) e higado heterogéneo (29,3 % vs 11,4 %, p < 0,01).

Ultrasound findings and associations with HCV infection, Analytical liver injury and Advanced liver fibrosis.

HCV infection Analytical liver injury Advanced liver fibrosis
HCV (-) HCV (+) p value Absence Presence p value FIB-4 < 3.25 FIB-4 = 3.25 p value
n =230 n =62 n =219 n=41 n=199 n =64
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
No abnormalities (n = 286) 50 (22.8) 12 (20.7) 0.44 53 (25.4) 2 (5.5) < 0.01 54 (28.4) 2(34) < 0.01
Liver steatosis (n = 300) 0.18 < 0.01 = 0.01
® No 93 (40.6) 29 (46.8) 97 (44.5) 8 (19.5) 95 (48.0) 12 (18.8)
® Mild 50 (21.8) 17 (27.4) 51 (23.4) 11 (26.8) 45 (22.7) 17 (26.6)
® Moderate 59 (25.8) 14 (22.6) 52(23.9) 13 (31.7) 45 (22.7) 21 (32.8)
@ Severe 27 (11.8) 2(3.2) 18(8.3) 9 (22.0) 13 (6.6) 14 (21.9)
Hepatomegaly (n = 299) 113 (49.3) 32 (52.4) 0.66 101 (46.5) 31 (75.6) < 0.01 90 (45.7) 43 (67.2) < 0.01
Heterogeneous liver (n = 289) 32 (14.5) 15 (25.4) 0.04 30(14.2) 9 (24.3) 0.11 22 (11.4) 17 (29.3) < 0.01
Portal hypertension (n = 293) 31(13.8) 16 (27.1) 0.01 31 (14.6) 10 (25) 0.08 27 (13.9) 14 (22.9) 0.07
=2 abnormalities (n = 286) 96 (43.8) 29 (50) 0.25 85 (40.9) 29 (78) < 0.01 71(37.3) 43 (74.1) < 0.01

Figura 14. Fuster D, Garcia-Calvo X, Zuluaga P, Rivas |, Sanvisens A, Tor J, Muga R. Ultrasound findings of liver
damage in a series of patients consecutively admitted for treatment of alcohol use disorder. Drug Alcohol Depend. 2018
Sep 1;190:195-199.

1.3.1.2 Inflamacién sistémica

Ya en 2015 el Dr. Fuster y sus colaboradores se interesaron por la posible asociacién
de la inflamacién sistémica y el consumo de alcohol en pacientes con TUA (80). En este
estudio el objetivo fue evaluar el impacto de tres marcadores indirectos de inflamacion
como la anemia, y los niveles de fibrindgeno y ferritina, y su impacto en la mortalidad a
medio plazo de pacientes con TUA. Este estudio longitudinal incluyé pacientes con TUA
ingresados para desintoxicacion hospitalaria entre 2000 y 2010, donde se analizaron las
asociaciones entre los marcadores indirectos de inflamacién descritos anteriormente y
la mortalidad por cualquier causa mediante las tasas de mortalidad y los modelos de
regresion de riesgos proporcionales de Cox. En este estudio se incluyeron 909 pacientes
con TUA siendo la mayoria de los pacientes eran varones (80,3%), con una mediana de
edad de 44 afios (rango intercuartilico [RIC]: 38-50) y, al ingreso su consumo medio de
alcohol era de 192 g/dia (RIC: 120-265). Cuando se analizaron las variables analiticas
al ingreso, 182 pacientes (20,5%) presentaban anemia; 210 (25,9%) tenian niveles de
fibrindbgeno >4,5 mg/dL; y 365 (49,5%) tenian niveles de ferritina >200 ng/mL. Al final
del seguimiento que duré de mediana 3,8 afos [RIC: 1,8-6,5]. 118 pacientes habian
fallecido lo que corresponde a un 12,9% de la poblacion del estudio. Los modelos de
regresion de Cox mostraron que la presencia de anemia al inicio del estudio se asoci6
con la mortalidad (hazard ratio [HR]: 1,67, IC del 95 %: 1,11-2,52, p < 0,01); pero no
hubo relacion estadisticamente significativa entre la mortalidad y los niveles elevados
de fibrinégeno o ferritina (Figura 15).
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[Univariate Analysis Multivariate Analysis

Variable Hazard Ratio (95% CI) P Hazard Ratio (95% CI) P
Male sex 0.70 (0.43-1.15) 0.16

Age at admission 1.03 (1.01-1.05) <0.01 1.04 (1.02-1.06) <0.01
HIV infection 2.56 (1.61-4.07) <0.01 1.79 (0.98-3.28) 0.06
HCV infection 220(1.51-3.21) <0.01 1.89 (1.18-3.04) <0.01
HBsAg-positive 0.86 (0.29-4.73) 0.83

Presence of ARLD 1.96 (1.25-3.06) <0.01 1.61 (1.01-2.58) 0.05
Anemia 2.33(1.59-3.41) <0.01 1.67 (1.11-2.52) <0.01
Fibrinogen >4.5mg/dL 1.27 (0.82—-1.97) 0.28

Ferritin >200ng/mL 1.32 (0.87-2.00) 0.19

ARLD = alcohol-related liver disease, AUD = alcohol use disorder, HBsAg = hepatitis B surface antigen, HCV = hepatitis C virus, HIV = human
immunodeficiency virus.

Figura 15. Fuster D, Sanvisens A, Bolao F, Zuluaga P, Rivas |, Tor J, Muga R. Markers of inflammation and mortality in
a cohort of patients with alcohol dependence. Medicine (Baltimore). 2015 Mar;94(10) :e607.

Siguiendo esta linea de investigacién promovida en los ultimos afios y con el objetivo de
profundizar mas en la relacion entre el TUA y la inflamacién sistémica se han planteado
algunas de las hipétesis de esta tesis doctoral. Ademas, debido al avance cientifico que
ha permitido la posibilidad de determinar un amplio abanico de marcadores no solo de
inflamacion sistémica sino también en otros &mbitos como la activacion monocitaria, la
permeabilidad intestinal y translocacion bacteriana han permitido generar nuevas
hipdtesis en cuanto al TUA y sus distintas asociaciones.

Algunos de los marcadores que posteriormente analizaremos no se utilizan de forma
rutinaria en nuestro dia a dia, pero el hecho de investigar en ellos, pueden tener un
impacto futuro para valorar incluir su uso frecuente en este tipo de pacientes.

La Unidad de Desintoxicacion del Hospital Germans Trias y Pujol permite y ofrece
debido a su larga trayectoria y reconocimiento cientifico en el ambito de las adicciones
y en concreto en la adiccién derivado del consumo de alcohol, una gran oportunidad
para desarrollar proyectos de investigacion presentes y futuros.

38



2. HIPOTESIS



40



HIPOTESIS

2. HIPOTESIS

2.1. JUSTIFICACION DE LOS ESTUDIOS

Debido a las distintas vias de metabolizacién del alcohol y su afectacién multiorganica
y multisistémica, los pacientes con trastorno por uso de alcohol (TUA) tienen una mayor
inflamacién sistémica, un aumento de activacibn monocitaria y un aumento de la
translocacion bacteriana lo que puede provocar un mayor riesgo de desarrollo de
diversas enfermedades.

En base a esto nos planteamos las siguientes hipétesis:

- ElI TUA se asocia a un aumento de los niveles de marcadores de inflamacién
sistémica, activcacién monocitaria y translocacion bacteriana.

- El consumo concomitante de cannabis y/o cocaina se asocia a unos mayores
niveles de marcadores de inflamacién sistémica, activacibn monocitaria y
translocacion bacteriana.

- Lafibrosis hepética en pacientes con TUA se asocia a un aumento de los niveles
de marcadores de inflamacion sistémica, activacién monocitaria y translocacion
bacteriana.

- Los pacientes con TUA y factores de riesgo cardiovascular presentan niveles
mas elevados de marcadores de inflamacion sistémica, activacién monocitaria y
translocacion bacteriana

- Las mujeres con TUA que ingresan para desintoxicacion hospitalaria presentan
niveles mas elevados de los marrcadores de inflamacion sistémica, activacion
monocitaria y translocacién bacteriana, asi como una diferente prevalencia de
los factores de riesgo cardiovascular.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO PRINCIPAL

El objetivo principal es analizar distintos marcadores de inflamacioén sistémica,
activacion monocitaria y translocacién bacteriana y su asociacion con la enfermedad
hepéatica y el riesgo cardiovascular en pacientes con TUA ingresados para
desintoxicacion.

3.2 OBJETIVOS SECUNDARIOS

1- Estudiar la asociacién entre diferentes caracteristicas clinicas y analiticas de
los pacientes con TUA y los marcadores de inflamacion sistémica y activacion
monocitaria (Estudio 1).

2- Estudiar la asociacion entre el consumo concomitante de otras drogas como
el cannabis y la cocaina en pacientes con TUA y los marcadores de inflamacion
sistémica y activacion monocitaria (Estudio 2).

3- Estudiar la asociacion entre la fibrosis hepatica y los marcadores de
inflamacién sistémica, activacion monocitaria y translocacion bacteriana (Estudio 3).

4- Estudiar los marcadores de inflamacién sistémica, activacibn monocitaria y
translocacion bacteriana y su asociacion con el sexo y la presencia de factores de riesgo
cardiovascular (Estudio 4).
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4. MATERIAL Y METODOS

4.1 FUENTE DE DATOS Y SELECCION DE PACIENTES

Los pacientes incluidos en los estudios que conforman esta tesis doctoral presentaban
TUA vy fueron ingresados entre 2003 y 2021 para desintoxicacion del alcohol en dos
hospitales esparioles, el Hospital Universitari Germans Trias i Pujol de Badalona y el
Hospital Universitari de Bellvitge de Barcelona. El diagnéstico de TUA se establecié
mediante los criterios del DSM-1V y posteriormente el DSM-5 en funcidn del afio en el
gue el paciente fue ingresado.

Los pacientes debian tener una edad mayor a 18 afios y eran derivados para ingreso
hospitalario de desintoxicacion de alcohol desde atencion primaria, desde centros para
el trastorno por uso de sustancias (Centros de Atencién y Seguimiento [CAS] o desde
la consulta externa de la Unidad de Adicciones. Los criterios principales para el ingreso
hospitalario fueron: alto riesgo de abstinencia alcohélica grave, incapacidad para tomar
tratamiento via oral, mdultiples intentos de desintoxicacién previa o fracaso del
tratamiento de desintoxicacion ambulatoria.

Fueron excluidos los pacientes con TUA que presentaba enfermedades autoinmunes,
infecciones agudas o enfermedad hepéatica descompensada y o aquellos que
presentaban enfermedad psiquiétrica grave.

4.2 VARIABLES ESTUDIADAS

Se recogieron multiples variables, incluidas variables sociodemograficas, datos sobre el
consumo de alcohol y otras sustancias, comorbilidades médicas entre ellas los factores
de riesgo cardiovascular, variables analiticas, analisis de orina, indices como el FIB-4.

4.2.1 VARIABLES SOCIODEMOGRAFICAS Y DE CONSUMO DE ALCOHOL

Se recogieron variables como la edad, sexo, asi como datos sobre el consumo de
alcohol y otras sustancias, tipo de consumo, cantidad y frecuencia del mismo, edad de
inicio y afios acumulados de consumo. El consumo de alcohol fue medido en forma de
gramos (g) de alcohol al dia. Cabe sefialar que una unidad de bebida estandar (UBE)
equivale a 10 gramos de alcohol puro.

4.2.2 VARIABLES ANALITICAS

A todos los pacientes ingresados para deshabituacion se les extrajo una analitica
sanguinea donde se incluian:
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a) Pardmetros del hemograma como la hemoglobina, el VCM, las plaquetas, los
leucocitos y el recuento de linfocitos y neutréfilos.

b) Pardmetros bioquimicos: glucosa, funcién renal, ionograma (sodio, potasio,
cloro, magnesio y calcio), albumina, proteinas totales, perfil hepatico
(bilirrubina, AST, ALT, gamma-glutamil transferasa (GGT), fosfatasa alcalina
(FA), perfil lipidico con colesterol total, LDL, HDL vy triglicéridos.

¢) Marcadores de inflamacién no especificos como la PCR vy la velocidad de
sedimentacion globular (VSG).

d) Serologias de VHC y VIH.

e) Marcadores plasmaticos de:

- Inflamacion sistémica: IL-6 e IL-10.

- Activacion monocitaria: CD163, sCD163 y sCD14.

- Translocacion bacteriana: Lipopolisacérido (LPS) y la proteina de union al
LPS (LPS binding protein (LBP)).

Los marcadores de inflamacion sistémica y activacion monocitaria fueron cuantificados
mediante un test immunoabsorbente ligado a enzimas (Bio-techne, Abingdon, UK) de
acuerdo con las especificaciones de manufactura. Para sCD163, se us6 una dilucion
1:10 y para sCD14, se utilizé una dilucién 1:200. Se traz6 una curva de calibracién para
CD163 y sCD14.

Los niveles de IL-6 se analizaron utilizando un Cytometric Bead Array (Beckton
Dickinson, Laagstraat, Bélgica) en un citbmetro de flujo (BD LSRFortessa). Las
muestras de plasma no se diluyeron y se traz6 una curva estandar para calcular las
concentraciones de IL-6, siendo el limite inferior de deteccion de 0,03 pg/ml. En aquellos
ensayos en los valores de IL-6 estaban por debajo del umbral de deteccién, se
establecié un valor de 0,03 pg/mL para el andlisis estadistico.

Los niveles de IL-10 se determinaron con el mismo método que IL-6. El limite inferior de
deteccioén fue de 0,02 pg/mL. En aquellos ensayos donde la concentracion de IL-10 era
inferior al umbral de deteccion, se establecié un valor de 0,02 pg/mL para el analisis
estadistico.

Cuando se detectaban niveles de sCD163 superiores a 1000 ng/mL, se establecio6 el
valor de 1000 ng/mL para el analisis estadistico.

Las concentraciones plasmaticas de LPS y LPB se midieron mediante un test de
immunoabsorcién ligado a enzimas LPS ELISA kit (abx517692, Cambridge, UK) y LBP
ELISA kit (abx575210, Abbexa, Cambridge, UK) respectivamente, y se utiliz6 una
dilucién 1:10.

Por otro lado, se realiz6 un andlisis de orina a todos los pacientes durante las primeras
horas de ingreso para detectar la presencia de cocaina o cannabis mediante un analisis
cualitativo de cromatografia de masas (THC Flex Dimension; Siemens Healthcare
Diagnostics, Surrey, UK).
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4.2.3 INDICE FIB-4

El indice FIB-4 es un indice no invasivo que incluye variables sociodemogréficas y
analiticas para estimar el riesgo de fibrosis hepatica. Inicialmente descrito en una
cohorte de pacientes con infeccién por el VIH y el VHC (63), su uso se ha generalizado
a otros tipos de pacientes con riesgo de enfermedad hepética. El calculo del FIB-4 se
realiza con la siguiente férmula.

Age (years) < AST level (U/L)
Platelet count (10%/L) x ,/ALT level (U/L)

Se define como fibrosis hepatica avanzada si el valor del indice FIB-4 es superior a 3.25.

4.3 DISENO DE LOS ESTUDIOS

Diseflamos cuatro estudios transversales para responder a los distintos objetivos
planteados anteriormente.

4.3.1 ANALISIS ESTADISTICO

En los distintos estudios se realiz6 un andlisis estadistico analitico donde se utilizaron
distintos tipos de test como por ejemplo el test chi-cuadrado para evaluar diferencias
significativas entre variables cualitativas y el test T-student para evaluar diferencias
significativas entre variables cuantitativas.

Ademas, se realizaron andlisis de regresion logistica multivariados que incluy6é por
ejemplo edad, sexo y consumo de alcohol y la presencia de infeccién y todas las
covariables que fueron significativas en el andlisis bivariado. Entre las covariables, se
incluyeron parametros de laboratorio habituales como la hemoglobina, el VCM; las
plaguetas, las transaminasas Yy la bilirrubina entre otras que se prueban rutinariamente
en pacientes con TUA ingresados para desintoxicacion hospitalaria.

Cuando se realizaron analisis de los distintos marcadores de inflamacién sistémica,
activacion monocitaria o translocacién bacteriana, se desarroll6 un modelo diferente
para cada marcador donde el resultado primario comprendio el cuartil mas alto/bajo de
cada marcador y la categoria de referencia incluyé todos los demas valores del
marcador especifico.

En todos los estudios se utilizé un software SPSS (version 15.0.1, Chicago, lllinois) para
el andlisis estadistico de los datos y se considerd estadisticamente significativo un p-
valor <0.05. Los intervalos de confianza establecidos fueron del 95% alrededor del punto
real estimado.
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4311 Analisis estadistico estudio 1

Para responder a dicho objetivo secundario las variables cuantitativas fueron
expresadas mediante la mediana, rango intercuartilico (RIC), media y desviacion
estandar. Para las variables cualitativas se expresaron mediante porcentajes y
frecuencias absolutas.

Utilizamos el test chi-cuadrado para evaluar asociaciones entre variables cualitativas y
el test T-student para evaluar diferencias de medias en variables cuantitativas entre
pacientes que presentaron marcadores en el cuartil mas alto versus pacientes que no
presentan esos marcadores.

Se realizaron analisis de regresion logistica multivariados ajustados por ejemplo edad,
sexo y consumo de alcohol y la presencia de infeccidn por el virus de la hepatitis C, asi
como las otras variables que se asociaban de forma significativa en el andlisis bivariado.

Entre las co-variables, incluimos parametros de laboratorio habituales como la
hemoglobina, el VCM; las plaquetas, las transaminasas y la bilirrubina entre otras
determinaciones que se realizan de forma rutinaria en pacientes con TUA ingresados
para desintoxicacién hospitalaria.

43.1.2 Andlisis estadistico estudio 2

Realizamos un andlisis de regresion logistica para determinar si existia asociacion entre
el consumo de cocaina y cannabis y tener los niveles de sCD163, sCD14 e IL-6 en el
cuartil mas elevado. Los andlisis se ajustaron por sexo, edad y niveles de AST. En esta
ocasion las caracteristicas de los pacientes incluidos son las mismas del estudio 1.

43.1.3 Analisis estadistico estudio 3

En el tercer estudio utilizamos el test chi-cuadrado para las diferentes asociaciones entre
variables cualitativas y la presencia de fibrosis hepatica avanzada estimada con FIB-4.
Asimismo, utilizamos el test T-student para evaluar las diferencias entre las medias en
variables cuantitativas entre los pacientes con fibrosis hepatica avanzada y aquellos que
no la presentaban.

Por otro lado, realizamos un analisis de correlacién no ajustado entre los niveles de los
diferentes marcadores plasmaticos y los valores de FIB-4 tratada como una variable
continua. Ademas, realizamos un andlisis de correlacién ajustada por sexo, consumo de
alcohol y presencia de infeccion por VHC.

También realizamos un analisis de regresion logistica para detectar la asociacion. entre
los niveles de marcadores plasmaticos en el cuartil mas elevado y la presencia de
fibrosis hepética avanzada medida con FIB-4.

Finalmente, realizamos un andlisis de regresion logistica para detectar la asociacion
entre los niveles de LPS en el cuartil mas bajo y la presencia de fibrosis hepatica
avanzada.
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Todos los andlisis de regresion logistica se ajustaron por sexo, consumo de alcohol y
presencia de infeccion por VHC.

43.14 Analisis estadistico estudio 4

Realizamos un analisis para evaluar si el sexo femenino se asociaba con el patrén de
consumo de alcohol y otras drogas, la presencia de comorbilidades, y los parametros
de laboratorio de rutina y marcadores de activacion inflamacién sisteémica (IL-6 e IL-
10), activacion monocitaria (sCD163 y sCD14) y translocacién bacteriana (LPS) y LBP).

Paralelamente se compararon las medias de los marcadores de inflamacién sistémica,
activacion monocitaria y translocaciéon bacteriana segun la presencia o no de factores
de riesgo cardiovascular como: hipertension arterial, diabetes mellitus tipo 2 con y sin
insulinoterpia, dislipemia o antecedente de evento cardiovascular previo al ingreso.

4.4 CONSIDERACIONES ETICAS

Todos los estudios realizados fueron aprobados por el Comité de Etica del Hospital
Universitari Germans Trias i Pujol de Badalona y el Hospital Universitari de Bellvitge.
Todos los pacientes firmaron el consentimiento informado. Los métodos utilizados para
la realizacion de los estudios cumplian los estdndares éticos para la investigacion
médica y los principios de buena practica clinica de acuerdo con la Declaracién de
Helsinki de la Asociacion Médica Mundial.
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5. RESULTADOS

Para responder los distintos objetivos planteados anteriormente se han realizado
diferentes estudios en una serie de pacientes con diagndstico de TUA que fueron
ingresados entre 2003 y 2021 para deshabituacion alcohdlica en dos hospitales
(Hospital Universitari Germans Trias i Pujol de Badalona y el Hospital Universitario de
Bellvitge de I'Hospitalet de Llobregat).

En el anexo de la tesis doctoral se pueden encontrar los articulos originales.

5.1 CARACTERISTICAS BASALES

El perfil de los pacientes, sus caracteristicas basales socio-demogréficas, las
caracteristicas del consumo de alcohol y otras sustancias, las comorbilidades previas,
asi como los parametros analiticos incluyendo la mediana de los niveles de marcadores
de inflamacion sistémica, activacion monocitaria y translocacion bacteriana fueron muy
similares entre ellas en los estudios realizados para responder el objetivo principal y los
objetivos secundarios presentados.

El nimero de pacientes incluidos para responder los dos primeros objetivos fueron 289,
para el 3r objetivo fue de 353 pacientes y de 469 pacientes para el cuarto objetivo.

5.1.1 _CARACTERISTICAS SOCIODEMOGRAFICAS Y DE CONSUMO DE
ALCOHOL Y OTRAS SUSTANCIAS

5.1.1.1 Estudio 1

Se incluyeron 289 pacientes con una edad mediana de 50 afios, siendo en su mayoria
varones (77%), >80% nacidos en Espafia, con una mediana de consumo de alcohol de
142 gramos/dia, una duracion del TUA de 20 afios. Ademas, el 76% eran también
fumadores, el 23% consumian cocaina, el 22% cannabis y el 11% consumian ambas
sustancias (Tabla 1).

Tabla 1. Caracteristicas sociodemograficas y de consumo de alcohol y otras sustancias.

Caracteristicas de los pacientes (n=289)

Edad [mediana (RIC)] 50 (43.5-57)
Sexo masculino (%) 77

Consumo de alcohol gramos/dia [mediana (RIC)] 142 (100-220)
Duracion del TUA (afios) [mediana (RIC)] 20 (10-28)
Consumo tabaco (%) 76

Consumo de cocaina (%) 23
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Consumo de cannabis (%) 22
Consumo de cocaina y cannabis (%) 11
5.1.1.2 Estudio 2

En este estudio se incluyeron los mismos 289 pacientes reclutados en el estudio 1 con
las mismas caracteristicas basales (Tabla 2).

Tabla 2. Caracteristicas sociodemograficas y de consumo de alcohol y otras sustancias.

Caracteristicas de los pacientes (n=289)

Edad [mediana (RIC)] 50 (43.5-57)
Sexo masculino (%) 77
Consumo de alcohol gramos/dia [mediana (RIC)] | 142 (100-220)
Duracion del TUA (afios) [mediana (RIC)] 20 (10-28)
Consumo tabaco (%) 76
Consumo de cocaina (%) 23
Consumo de cannabis (%) 22
Consumo de cocaina y cannabis (%) 11

5.1.1.3 Estudio 3

Se incluyeron 353 pacientes con una mediana de edad de 50 afos, siendo en su
mayoria varones (77%), con una mediana de consumo de alcohol de 140 gramos/dia y
una mediana de duracién del TUA de 20 afios (Tabla 3).

Tabla 3. Caracteristicas sociodemograficas y de consumo de alcohol.

Caracteristicas de los pacientes (n=353)

Edad [mediana (RIC)] 50 (43.5-57)

Sexo masculino (%) 77

Consumo de alcohol (gramos/dia) [mediana (RIC)] | 140

Duracion del TUA (afios), mediana (RIC) 20 (10-28)
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5.1.14 Estudio 4

En este estudio incluyeron 469 pacientes con una mediana de edad de 50 afios, siendo
en su mayoria varones (77%), con una mediana de consumo de alcohol de 150
gramos/dia y una mediana de duracion del TUA de 20 afios. Ademas, el 78.3% eran
fumadores, el 29% consumian cocaina, el 25.4% cannabis y el 18% opioides (Tabla 4).

Tabla 4. Caracteristicas sociodemograficas y de consumo de alcohol y otras sustancias.

Caracteristicas de los pacientes (n=469)

Edad [mediana (RIC)] 50 (43-57)
Sexo masculino (%) 77

Consumo de alcohol gramos/dia [mediana (RIC)] | 150 (100-223)
Duracion del TUA (afios) [mediana (RIC)] 20 (10-28)
Consumo tabaco (%) 78.3
Consumo de cocaina (%) 29

Consumo de cannabis (%) 25.4
Consumo de opioides (%) 18

5.1.2 PARAMETROS ANALITICOS Y MARCADORES DE INFLAMACION
SISTEMICA, ACTIVACION __ MONOCITARIA Y TRANSLOCACION
BACTERIANA

En las siguientes tablas se resume las caracteristicas analiticas de los pacientes
incluidos en los estudios, incluyendo la mediana de los niveles de marcadores de
inflamacién sistémica, activacion monocitaria y translocacién bacteriana.

5.1.2.1 Estudio 1

En las siguientes tablas (5 y 6) se describen las caracteristicas analiticas, asi como las
caracteristicas de los marcadores de inflamacion sistémica, activacibn monocitaria y
translocacion bacteriana de los pacientes incluidos en el estudio (N=289).

Tabla 5. Caracteristicas analiticas.

Parametros analiticos Mediana (RIC)
Hemoglobina (g/dL) 14.1 (12.8-15.2)
Leucocitos (10°%/L) 6.4 (5.0-7.6)
VCM (fl) [mediana 94.8 (91-99)
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Plaquetas (10%/L)

189 (136-239)

Glucosa (mg/dL)

92 (82.9-103)

Creatinina (mg/dL)

0.77 (0.65-0.89)

Albumina (g/L)

40 (37-42.8)

Ferritina (ng/mL)

177 (79-377)

Bilirrubina (mg/dL)

0.69 (0.47-1.11)

AST (U/L) 41 (24.5-77.5)
ALT (U/L) 29 29 (18-49.2)
GGT (UL) 92.5 (38-279.5)
FA (UIL) 76 (59—105)

Colesterol (mg/dL)

187 (156-221)

Triglicéridos (mg/dL)

109 (77-178.6)

Fibrinbgeno (mg/dL)

341 (276-392)

Ademas, un 36% presentaban una VSG >20mm y un 32.5% una PCR >5mg/L.

Tabla 6. Caracteristicas de los marcadores de inflamacién sistémica y activacion

monocitaria.

Marcador

Mediana (RIC)

CD163 (ng/mL)

759 (494-1000)

sCD14 (10° pg/mL)

1.68 (1.33-2.08)

IL-6 (pg/mL)

4.37 (1.3-9.71)

5.1.2.2 Estudio 2

En las siguientes tablas (7 y 8) se describen las caracteristicas analiticas y de los
marcadores inflamacion sistémica y activacidbn monocitaria de los pacientes incluidos en

el estudio (N=289).

En la tabla 9 se describe los niveles de los distintos marcadores de inflamacién sistémica
y activacion monocitaria en funcion del consumo del TUA asociado o no a consumo de

otras sustancias.

60
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RESULTADOS

Parametros analiticos

Mediana (RIC)

Hemoglobina (g/dL) 14.1 (12.8-15.2)
Leucocitos (10°%/L) 6.4 (5.0-7.6)
VCM (fl) 94.8 (91-99)

Plaguetas (10%L)

189 (136-239)

Glucosa (mg/dL)

92 (82.9-103)

Creatinina (mg/dL)

0.77 (0.65-0.89)

Albumina (g/L)

40 (37-42.8)

Ferritina (ng/mL)

177 (79-377)

Bilirrubina (mg/dL)

0.69 (0.47-1.11)

AST (U/L) 41 (24.5-77.5)
ALT (U/L) 29 (18-49.2)
GGT (UIL) 92.5 (38-279.5)
FA (U/L) 76 (59-105)

Colesterol (mg/dL)

187 (156-221)

Triglicéridos (mg/dL)

109 (77-178.6)

Fibrinégeno (mg/dL)

341 (276-392)

Ademas, un 36% presentaban una VSG >20mm y un 32.5% una PCR >5mg/L.

Tabla 8. Caracteristicas de los marcadores de inflamaciéon crénica y activacion

monocitaria.

Marcador

Mediana (RIC)

sCD163 (ng/mL)

759 (494-1000)

sCD14 (10° pg/mL)

1.68 (1.33-2.08)

IL-6 (pg/mL)

4.37 (1.3-9.71)
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monocitaria en

funcion del consumo de alcohol asociado 0 no a otras drogas.

IL-6 (pg/mL)
[media (DE)]

sCD163
(ng/mL)
[media (DE)]

sCD14 (x 108

pg/mL)
[media (DE)]

cannabis

TUA 9.57 (16.5) 741 (245) 1.76 (0.57)
TUA y consumo cocaina 6.67 (11.75) 622 (281) 1.64 (0.45)
TUA y consumo de cannabis 16.1 (5.8) 726 (299) 1.71 (0.54)
TUA y consumo de cocaina y | 8.2 (15.9) 646 (313) 1.66 (0.46)

5.1.2.3 Estudio 3

En las siguientes tablas (10 y 11) se describen las caracteristicas analiticas, asi como
las caracteristicas de los marcadores de inflamacion sistémica, activacion monocitaria y
translocacion bacteriana de los pacientes incluidos en el estudio (N=353).

Tabla 10. Caracteristicas analiticas

Parametros analiticos

Mediana (RIC)

Hemoglobina (g/dL)

14 (12.7-15.2)

Leucocitos (10°%/L)

6.4 (5.0~7.6)

VCM (fl)

94.7 (90.9-99)

Plaguetas (10%L)

191 (137-242)

Glucosa (mg/dL)

92 (84.3-102.8)

Creatinina (mg/dL)

0.77 (0.65-0.89)

Ferritina (ng/mL)

185.75 (81.25-386.83)

Bilirrubina (mg/dL)

0.67 (0.47-1.11)

AST (U/L) 39 (23-75)
ALT (U/LD) 29 (18-50)
GGT (UIL) 93 (37-288.5)
FA (U/L) 79 (59-106.5)
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PCR (mg/L)

2.5(0.9-5.9)

VSG (mm)

12 (5-27)

Fibrinbgeno (mg/dL)

329 (269-388)

FIB-4

1.92 (1.07-3.69)

Los pacientes tenian de mediana de FIB-4 de 1.92 (RIC (1.07-3.69)) y 94 de ellos
(27.4%) presentaban una fibrosis hepatica avanzada con un indice FIB-4 >3.25.

Tabla 11. Caracteristicas de los marcadores de inflamacion sistémica, activacion

monocitaria y translocacidon bacteriana.

Marcador

Mediana (RIC)

sCD163 (ng/mL)

763 (475.9-1000)

sCD14 (10° pg/mL)

1.65 (1.29-1.97)

IL-6 (pg/mL)

3.31 (0.87-8.16)

IL-10 pg/mL)

0.63 (0.02-2.30)

LPS (pg/mL)

1075 (410-2282)

LPB (pg/mL)

20 (10.5-44.8)

5124 Estudio 4

En las siguientes tablas (12 y 13) se describen las caracteristicas analiticas, asi como
las caracteristicas de los marcadores de inflamacion sistémica, activaciéon monocitaria y

translocacion bacteriana de los pacientes incluidos en el estudio (N=469).

Tabla 12. Caracteristicas analiticas.

Parametros analiticos

Mediana (RIC)

Glucosa (mg/dL)

92 (82.9-101.8)

Creatinina (mg/dL)

0.76 (0.67-0.89)

Colesterol (mg/dL)

189 (158-221)
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Tabla 13. Caracteristicas de los marcadores de inflamacidon sistémica, activacion

monocitaria y translocacion bacteriana.

Marcador

Mediana (RIC)

sCD163 (ng/mL)

734 (464—1000)

sCD14 (10° pg/mL)

1.73 (1.36-2.24)

IL-6 (pg/mL)

3.31 (1.07-7.76)

IL-10 pg/mL)

0.57 (0.02-2.01)

LPS (pg/mL)

846 (336-1858)

LPB (pg/mL)

26 (12.1-58.8)

5.1.3. COMORBILIDADES

En nuestras distintas cohortes un 5% aproximadamente de los pacientes tenian
infeccion por VIH y un entre 11-12.5% una infeccibn por VHC. Paralelamente
presentaban un indice de masa corporal (IMC) de mediana de 25.6 (RIC (22.3-29.3)).

5.1.3.1 Estudio 4

En este estudio 4 donde se incluyeron 469 pacientes se analizaron algunas
comorbilidades relacionadas con el riesgo cardiovascular como la hipertension arterial,
la diabetes mellitus y la dislipemia tal y como se muestra en la tabla 14.

Tabla 14. Comorbilidades.

Comorbilidad

N (%)

Hipertension arterial

170 (36.6%)

Diabetes mellitus (tipo 1y 2)
e Diabetes mellitus tipo 2
e Diabetes tipo 2 insulinizados

58 (12.5%)
o 57 (12.2%)
o 26 (5.6%)

Dislipemia

232 (50.2%)

Antecedente de evento cardiovascular
previo

48 (10.4%)
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5.2 ASOCIACIONES
5.2.1 ESTUDIO 1

RESULTADOS

Se analizaron un total de 289 pacientes y la asociacién entre distintos valores analiticos
y los marcadores de inflamacion sistémica (IL-6) y activacion monocitaria (CD163 vy

sCD14).

Las siguientes tablas (15, 16 y 17) muestran las asociaciones bivariadas entre las

caracteristicas clinicas y analiticas con

los distintos marcadores nombrados

anteriormente. Los niveles de los marcadores de inflamacién sistémica y activacion
monocitaria se dividieron por cuartiles, y se contrastaron los valores en el cuartil mas

elevado contra todos los demas valores.

Tabla 15. Andlisis bivariado CD163.

Cuartil mas
Variable elevado de Todos los p-valor
T CD163 demas cuartiles

Sexo masculino [n (%)] 85 (86.7) 139 (72.9) <0.01
Edad [media (DE)] 52.3 (9.4) 49.7 (10.5) 0.04
indice masa corporal [media (DE)] 25.7 (4.9) 26.7 (6.1) 0.13
Consumo de alcohol (g/dia), [media 174 (124) 166 (107) 0.54
(DE)]

Duracion del TUA (afios), [media (DE)] | 21.4 (11.4) 18.7 (11.2) 0.06
Consumo de tabaco [n (%)] 74 (75.5) 146 (77.7) 0.19
Glucosa (mg/dL), [media (DE)] 104 (34.6) 95.7 (37.8) 0.05
AlbUimina (g/dL), [media (DE)] 38.5(5.2) 40.4 (3.8) <0.01
Creatinina (mg/dL), [media (DE)] 0.95 (1.07) 0.81 (0.23) 0.23
AST (U/L), [media (DE)] 85 (48) 41 (38) <0.01
ALT (U/L), [media (DE)] 51 (36) 33 (27) <0.01
GGT (U/L), [media (DE)] 478 (566) 161 (382) <0.01
FA (U/L), [media (DE)] 148 (247) 86 (85) <0.01
Bilirrubina (mg/dL), [media(DE)] 1.2 (0.73) 0.7 (0.46) 0.02
Colesterol total (mg/dL), [media (DE)] 179 (60) 195 (49) 0.01
Triglicéridos (mg/dL), [media (DE))] 121 (99) 154 (109) 0.02
Hemoglobina (g/dL), [media (DE)] 13.4 (1.9) 14.1 (1.8) <0.01
VCM (fL), [media (DE)] 97.1 (9.5) 93.8 (7.4) <0.01
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Plaquetas (10%L) [media (DE)] 171 (208) 212 (62) 0.06
Fibrindbgeno (mg/dL), [mediana (RIC)] 332 (108) 349 (105) 0.21
Ferritina (ng/mL), [mediana (RIC)] 503 (627) 249 (333) <0.01
Infeccion por el VHC [n (%)] 20 (20.6) 11 (5.8) <0.01
Infeccion por el VIH [n (%)] 8(8.2) 6 (3.2) 0.06
VSG > 20 mm [n (%)] 50 (51.0) 56 (35.0) <0.01
PCR > 5 mg/L [n (%)] 35 (35.7) 59 (31.1) 0.42

Los valores de CD163 en el cuartil mas elevado se asociaron con el sexo masculino
(86,7%, cuartil mas alto vs. 72,9%, todos otros cuartiles, p < 0,01); edad avanzada (52,5
afos vs 49.,7 afos, p = 0,04), infeccion por VHC (20,6% vs 5,8%, p < 0,01); niveles
medios mas altos de AST (85 vs. 41 U/L, p < 0,01), ALT (51 vs 33 U/L, p <0,01), GGT
(478 vs 161 U/L, p < 0,01), FA (148 vs 86 U/L, p < 0,01) bilirrubina (1,2 vs. 0,7 mg/dL, p
<0,01) y VCM (97,1 vs. 93,8 fL, p < 0,01) y VSG >20mm (51% vs. 35%, p < 0,01). Por
otro lado, niveles medios mas bajos de hemoglobina (13,4 vs. 14,1 g/dL, p < 0,01),
albdmina (38.5 vs 40.4 g/dL p <0.01), triglicéridos (121 vs 154mg/dL, p = 0.02), y
colesterol (179 vs. 195 mg/dL, p = 0,01) se relacionaron con el cuartil mas elevado.

Tabla 16. Andlisis bivariado sCD14.

Cuartil mas Todos los
Variable elevado de demas p-valor
sCD14 cuartiles
Sexo masculino [n (%)] 55 (75.3) 169 (78.2) 0.61
Edad [media (DE)] 51.9 (8.7) 50.1 (10.7) 0.17
indice masa corporal [media (DE)] 25.3 (6.5) 26.6 (5.4) 0.12
Consumo de alcohol (g/dia), [media (DE)] | 167 (83) 169 (121) 0.92
Duracién del TUA (afios), [media (DE)] 19.9 (11.0) 19.6 (11.5) 0.88
Consumo de tabaco [n (%)] 56 (76.7) 164 (76.9) 0.99
Glucosa (mg/dL), [media (DE)] 107 (48) 95 (20.0) 0.04
Albumina (g/dL), [media (DE)] 39.0 (5.3) 40.0 (4.0) 0.15
Creatinina (mg/dL), [media (DE)] 1.01 (1.91) 0.81 (0.26) 0.16
AST (U/L), [media (DE)] 72 (48) 51 (45) <0.01
ALT (U/L), [media (DE)] 43 (32) 37 (31) 0.15
GGT (U/L), [media (DE)] 404 (607) 223 (445) 0.02
ALP (U/L), [media (DE)] 116 (140) 104 (168) 0.54
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Bilirrubina (mg/dL), [media (DE)] 0.98 (0.67) 0.87 (0.59) 0.18
Colesterol total (mg/dL), [media (DE)] 191 (67) 189 (49) 0.78
Triglicéridos (mg/dL), [media (DE))] 158 (137) 137 (93) 0.17
Hemoglobina (g/dL), [media (DE)] 13.6 (1.9) 13.0 (1.8) 0.11
VCM (fL), [media (DE)] 97 (8) 94 (8) <0.01
Plaguetas (10%L) [media (DE)] 180 (71) 205 (147) 0.17
Fibrinogeno (mg/dL), [mediana (RIC)] 365 (115) 336 (102) 0.04
Ferritina (ng/mL), [mediana (RIC)] 536 (655) 267 (363) <0.01
Infeccién por el VHC [n (%)] 10 (13.8) 21 (9.9) 0.35
Infeccion por el VIH [n (%0)] 5 (6.9) 9(4.2) 0.35
VSG > 20 mm [n (%)] 36 (49.3) 60 (32.6) 0.01
PCR > 5 mg/L [n (%)] 40 (54.8) 54 (25.1) <0.01

Los valores de sCD14 en el cuartil mas elevado se asociaron con niveles medios mas
altos de glucosa (107 vs. 95 mg/dL), AST (72 vs. 51 U/L, p < 0,01), GGT (404 vs 223
U/L p =0.02), VCM (97 vs. 94 fL, p < 0,01), fibrinégeno (355 vs. 336 mg/dL, p = 0,04), y
ferritina (536 vs. 267 ng/mL, p < 0,01), asi como una VSG >20mm (49,3 vs. 32,6%, p <
0,01) y un nivel de PCR >5mg/L (54,8 vs. 25,1%, p < 0,01).

Tabla 17. Andlisis bivariado IL-6

elevado de IL-6 cuartiles
Sexo masculino [n (%)] 52 (76.4) 160 (78.0) 0.61
Edad [media (DE)] 52.5 (9.4) 49.7 (10.3) 0.04
indice masa corporal [media (DE)] 26.4 (6.4) 26.2 (5.7) 0.86
Consumo de alcohol (g/dia), [media (DE)] | 148 (72) 174 (110) 0.02
Duracion del TUA (afios), [media (DE)] 21.0 (11.5) 19.9 (11.5) 0.47
Consumo de tabaco [n (%)] 52 (76.4) 157 (76.4) 0.63
Glucosa (mg/dL), [media (DE)] 95 (24) 100 (33) 0.31
Albumina (g/dL), [media (DE)] 37.9 (4.8) 40.2 (4.2) <0.01
Creatinina (mg/dL), [media (DE)] 0.78 (0.37) 0.88 (0.73) 0.26
AST (U/L), [media (DE)] 75 (45) 53 (48) 0.01
ALT (U/L), [media (DE)] 41 (29) 37 (30) 0.37
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GGT (U/L), [media (DE)] 419 (572) 234 (446) 0.02
ALP (U/L), [media (DE)] 145 (267) 88 (80) 0.09
Bilirrubina (mg/dL), [media(DE)] 1.2 (0.78) 0.81 (0.52) <0.01
Colesterol total (mg/dL), [media (DE)] 172 (51) 196 (54) <0.01
Triglicéridos (mg/dL), [media (DE))] 110 (80) 155 (114) <0.01
Hemoglobina (g/dL), [media (DE)] 13.3(2.1) 14.1 (1.7) <0.01
VCM (fL), [media (DE)] 98 (11) 94 (7) <0.01
Plaquetas (10%L) [media (DE)] 195 (246) 199 (67) 0.89
Fibrindbgeno (mg/dL), [mediana (RIC)] 349 (130) 343 (99) 0.70
Ferritina (ng/mL), [mediana (RIC)] 506 (652) 289 (407) <0.01
Infeccion por el VHC [n (%)] 10 (14.9) 19 (9.4) 0.21
Infeccién por el VIH [n (%)] 11 (5.4) 3(4.4) 0.74
VSG > 20 mm [n (%)] 39 (57.4) 61 (29.9) <0.01
PCR > 5 mg/L [n (%)] 34 (50.0) 57 (27.9) <0.01

Los valores de IL-6 en el cuartil mas alto se asociaron con edad avanzada (52,5 afios
vs 49.,7 afios, todos los demas cuartiles, p = 0,04); mayor AST (75 vs. 53 U/l, p < 0,01),
GGT (419 vs. 234 U/L, p < 0,01), VCM (98 vs. 94 fL, p < 0,01), bilirrubina (1.2 vs
0.8mg/dL, p <0,01), ferritina (506 vs. 289 ng/mL, p < 0,01); VSG > 20mm (57,4 vs.
29,9%, p<0,01) y PCR >5mg/L (50 vs. 27,9%, p < 0,01); y paralelamente con un menor
consumo de alcohol (148 vs. 174 g/d, p = 0,02), albumina (37,9 vs. 40,2 g/dL, p < 0,01),
hemoglobina (13,3 vs. 14,1 g/dL, p < 0,01), colesterol total (172 vs. 196 mg/dL, p <0,01)
y triglicéridos (110 vs. 155 mg/dL, p < 0,01).

Ademas, los pacientes en el cuartil mas alto para cada marcador se asociaron con los
cuartiles mas altos para los otros 2 marcadores, como se muestra en la Tabla 18.

Tabla 18. Asociacion bivariada de pacientes en los cuartiles mas altos en cuanto a la
expresion de CD163, sCD14 e IL-6.

Cuartil mas Todos los demas p-valor
elevado valores
Cuartil mas
elevado CD163
sCD14 [n (%)] 38 (38.9) 35 (18.3) <0.01
IL-6 [n (%)] 37 (39.4) 31 (17.3) <0.01
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sCD14

CD163 [n (%)] 38 (38.9) 35 (18.3) <0.01

IL-6 [n (%)] 26 (38.2) 42 (25.8) <0.01
IL-6

sCD163 [n (%)] 37 (39.4) 31 (17.3) <0.01

sCD14 [n (%)] 26 (38.2) 42 (25.8) <0.01

5.2.2 ESTUDIO 2

En el analisis univariado, la cocaina se asocié con una menor probabilidad de tener
niveles plasmaticos de sCD163 en el cuartil mas alto (odds ratio [OR] = 0,48, intervalo
de confianza [IC] del 95 % = 0,26-0,91, p = 0,02), pero no con tener niveles de IL-6 o
sCD14 en el cuartil mas alto [OR (95 % IC=0,57 (0,28-1,16), p=0,12 y 0,73 (0,38-1,41),
p=0,73; respectivamente].

Ademas, en el analisis univariado no se detect6 asociacion con el consumo de cannabis
y tener niveles de IL-6, sCD163 o sCD14 en el cuartil mas alto [OR (IC 95 % = 0,89
(0,46-1,76), p = 0,75, 1,45 (0,81-2,57), p=0,20; y 0,88 (0,46-1,69), p=0,70;
respectivamente]. Tampoco se encontré una asociacién entre el cannabis y consumo
de cocaina y tener cualquiera de los marcadores plasmaéticos en el cuartil mas alto [OR
(IC 95 9% =0,70 (0,27-1,78), p = 0,45; 0,87 (0,39-1,92), p = 0,74; y 0,51 (0,91-1,39), p
= 0,19; respectivamente].

En el analisis de regresion logistica multivariado (Figura 16) que se ajusté por género,
edad y niveles de AST; no se detectaron asociaciones entre consumo de cocaina y
niveles de marcadores de inflamacion sistémica o activacibn monocitaria en el cuartil
mas alto. En el analisis ajustado, el consumo de cannabis fue asociado con una mayor
probabilidad de tener niveles de sCD163 (es decir, un marcador de activacion
monaocitaria) en el cuartil mas alto (OR = 2,34, IC del 95 % = 1,07-5,15, p = 0,03). Sin
embargo, el consumo de cannabis no se asocié con niveles de IL-6 0 sCD14 en el cuartil
mas alto. No se encontré asociacion entre el consumo concomitante de cocaina y tener
niveles de marcadores de inflamacién o activacion monocitaria en el cuartil mas alto.
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Figura 16. Resultados del andlisis de regresion logistica multivariado presenta los resultados del andlisis de regresion
multivariado.

5.2.3 ESTUDIO 3

Los participantes con fibrosis hepética avanzada tuvieron una mayor ingesta de alcohol
al momento del ingreso (186 frente a 161 g/dia, p < 0,05), una mayor duracién del TUA
(22,8 vs. 17,5 afios, p < 0,01) y una mayor prevalencia de infeccién por VHC (23,6 vs.
9,3%, p < 0,01).

Como se observa en la Tabla 19, los pacientes con fibrosis hepatica avanzada tenian
niveles mas elevados de sCD163 (944 vs. 638 ng/mL, p < 0,01), sCD14 (1,9 x 106 vs.
1,7 x 106 pg/mL p < 0,01), LPB (55 frente a 35,4 pg/mL, p = 0,04), IL-6 (16,9 frente a
5,9 pg/mL, p =0,04) e IL-10 (2,5 vs. 1,4 pg/mL, p < 0,01), pero valores medios de LPS
mas bajos (1272 vs. 1975 pg/mL,) p = 0,02).

Tabla 19. Valores medios de los marcadores plasmaticos estratificados segun la
presencia de fibrosis hepatica avanzada.

No fibrosis hepatica Fibrosis hepatica
avanzada avanzada p-valor
sCD163 (ng/mL) 638 (256) 944 (130) <0.01
sCD14 (x 10 pg/mL) 1.7 (0.5) 1.9 (0.5) <0.01
IL-6 (pg/mL) 5.9 (13.9) 16.9 (48.0) 0.04
IL-10 (pg/mL) 1.4 (3.2) 2.5 (3.3) <0.01
LPS (pg/mL) 1975 (2217) 1272 (2071) 0.02
LBP (pg/mL) 35.4 (46.0) 55 (71.3) <0.01

En la tabla 20 se incluyen los resultados de los andlisis de correlacion ajustados por
sexo, consumo de alcohol antes del ingreso y la presencia de infeccion por VHC. Como
se puede observar los niveles de sCD163, sCD14, IL-6, IL-10 y LBP se correlacionaron
directamente con los valores de FIB-4 (correlacion ajustada coeficientes 0,214, 0,452,
0,317, 0,204 y 0,171, respectivamente) mientras que los niveles de LPS fueron
asociados de forma inversa con los valores de FIB-4.
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Tabla 20. Correlaciones ajustadas segun niveles de FIB-4 y marcadores plasmaticos.

Coeficiente de correlacion ajustado p-valor
sCD163 0.214 <0.01
sCD14 0.452 <0.01
IL-6 0.317 <0.01
IL-10 0.204 <0.01
LPS -0.283 <0.01
LBP 0.171 <0.01

También se realiz6 un andlisis de regresién logistica ajustados para evaluar la
asociacion entre los niveles de marcadores plasmaticos en el cuartil mas alto y la
presencia de fibrosis hepatica avanzada. Todos los analisis se ajustaron por sexo,
consumo de alcohol y presencia de infeccién por VHC. Como se puede ver en la tabla
21, los niveles plasmaticos de todos los marcadores, excepto LPS, en el cuartil mas alto
se asociaron de forma significativa a la presencia de fibrosis hepatica avanzada con un
odds ratio ajustado que oscila entre 1,84 para IL-10 y 11,49 para sCD163. Por el
contrario, los niveles de LPS en el cuartil mas bajo se asociaron de forma significativa
con la presencia de fibrosis hepatica avanzada (odds ratio ajustado 2,58 (IC 95%) 1,48—
4,58), p < 0,01).

Tabla 21. Regresion logistica para asociacion de marcadores plasmaticos vy fibrosis
hepatica avanzada

Odds Ratio ajustado (95%, interval de p-valor
confianza)

sCD163 11.49 (6.42-20.56) <0.01
sCD14 1.87 (1.11-3.16) 0.02
IL-6 2.99 (1.79-5.01) <0.01
IL-10 1.84 (1.11-3.16) 0.02
LPS 1.09 (0.66-1.79) 0.74
LPB 2.13 (1.30-3.50) <0.01
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RESULTADOS

En el andlisis estadistico, las mujeres tuvieron menores niveles de consumo de alcohol
(150 vs. 184 g/dia, p<0,01), menor duracion del TUA (15 vs. 21 afios, p<0,01), menor
prevalencia de diabetes (6% vs. 14,5%, p=0,01) y de eventos cardiovasculares previos
(4,8% vs. 12,1%, p=0,03), asi como menor prevalencia de niveles plasmaticos de
sCD163 e IL-10 en el cuartil mas alto (16% vs. 17%, p=0,02 y 17% vs 26% p=0,04
respectivamente). No se encontraron otras diferencias asociadas al sexo.

En la tabla 22 se incluyen los resultados.

Tabla 22. Andalisis descriptivo de las caracteristicas clinicas y parametros de laboratorio

y marcadores estratificado por sexo.

Variable Hombres Mujeres p-valor
Edad [media (DE)] 50.0 (9.8) 48.9 (10.5) 0.31
Consumo de alcohol y otras drogas
Consumo de alcohol (g/dia), [media (DE)] 184 (117) 150 (94) <0.01
Duracién del TUA (afios), [media (DE)] 21.1 (11.4) 15.1 (10) <0.01
Consumo de cocaina [n (%)] 6 (24.2) 30 (22) 0.79
Cannabis [n (%0)] 62 (25) 21 (16.4) 0.12
Cocaina y Cannabis [n (%)] 58 (16.1) 13 (12.1) 0.32
Opiaceos [n (%)] 17 (6.9) 2.4 0.07
Factores de riesgo cardiovascular
Hipertension arterial [n (%)] 137 (38.3) 33 (31.1) 0.18
indice masa corporal [media (DE)] 26.4 (5.1) 26.2 (5) 0.86
Diabetes Mellitus [n (%)] 52 (14.5) 6 (5.7) 0.02
Dislipemia [n (%)] 176 (49.9) 33 (31.1) 0.68
Antecedente de evento cardiovascular [n (%)] | 43 (12.1) 5(4.8) 0.03
Parametros de laboratorio
Colesterol total (mg/dL), [media (DE)] 243 (9.9) 201 (50) 0.66
Creatinina (mg/dL), [media (DE)] 0.84 (0.55) 0.73 (0.61) 0.18
Glucosa (mg/dL) ), [media (DE)] 95 (36) 92 (32) 0.46
Marcadores de activacion  monocitaria,
inflamacion cronica y translocacion bacteriana
en su cuartil mas elevado
sCD163 125 (35) 25 (32.2) 0.02
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sCD14 83 (23.2) 33 (30.6) 0.12
IL-6 87 (25.2) 25 (24) 0.81
IL-10 95 (27.5) 18 (17.3) 0.04
LPS 80 (26.7) 18 (19.1) 0.14
LBP 79 (26.4) 18 (19.1) 0.22

Paralelamente en las tablas 23a y 23b se comparan las medias de los marcadores
segun la presencia o no de factores de riesgo cardiovascular y evento cardiovascular
previo al ingreso observando que, las medias de los niveles de sCD163 eran mas
elevados en pacientes con hipertension arterial, diabetes mellitus tipo 2 tanto
insulinizados como no insulinizados y con evento cardiovascular previo en comparacion
de los que no presentaban esa condicion. Paralelamente la media de los niveles de IL-
6 e IL-10 se mostraron mas elevados en pacientes con diabetes mellitus tipo 2
insulinizados. Por el contra los pacientes sin hipertension arterial presentaban niveles
méas elevados de sCD14.

Tabla 23a.
HTA DM tipo 2 DM tipo 2 con insulina
No Si p-valor No Si p-valor No Si p-valor
sCD163 727,77 793,34 0,02 734,21 862,33 <0,01 742,52 871,11 0,02
sCD14 1,87 1,76 0,02 1,83 1,80 0,33 1,83 1,90 0,29
IL-6 8,90 6,99 0,21 8,13 8,68 0,44 7,04 26,84 <0,01
IL-10 1,43 1,59 0,30 1,45 1,77 0,23 1,41 2,56 0,02
LPS 1505,51 | 1409,96 | 0,32 1466,36 | 1486,28 | 0,47 1466,78 | 1507,49 | 0,46
LPB 42,64 43,46 0,44 43,55 38,65 0,26 42,56 50,65 0,24
Tabla 23b.
Dislipemia Antecedente evento cardiovascular
No Si p-valor No Si p-valor
sCD163 | 754,53 750,80 0,46 753,63 718,40 <0,01
sCD14 | 1,87 1,80 0,11 1,85 1,71 0,06
IL-6 9,99 6,47 0,07 6,99 7,60 0,77
IL-10 1,59 1,40 0,24 1,51 1,36 0,88
LPS 1316,51 1618,44 0,06 1467,79 1487,77 0,87
LPB 42,16 44,20 0,34 42,31 40,22 0,88
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6. DISCUSION

Los pacientes con TUA ingresados para desintoxicacion presentan niveles mas
elevados de marcadores de inflamacion sistémica, activacion monocitaria y
translocacion bacteriana y en ocasiones cuando se asocian a otras sustancias como el
cannabis algunos marcadores como el sCD163 también presentan dicha asociacion.
Parametros analiticos como los niveles altos de glucosa, AST, GGT, VCM, PCR o los
niveles bajos de hemoglobina también se asocian con los distintos marcadores de
inflamacién sistémica como la IL-6 y activacion monocitaria como el sCD14 o el CD163.

La presencia de estos marcadores elevados de inflamacion sistémica y activacion
monocitaria sumados a los niveles elevados de LBP y disminuido de LPS siendo éstos
marcadores de translocacién bacteriana, se asocian a fibrosis hepatica avanzada
medida a través del FIB-4.

Las mujeres presentan una menor prevalencia de diabetes mellitus y evento
cardiovascular previo con niveles mas bajos de sCD163 e IL-10, todo ello con un menor
consumo de alcohol y una duracién mas corta del TUA.

6.1. MARCADORES DE INFLAMACION SISTEMICA Y
ACTIVACION MONOCITARIA EN EL TUA

En el estudio 1 descrito previamente una proporcion de pacientes con TUA ingresados
para desintoxicacion hospitalaria presenté en su cuartil mas elevado marcadores de
inflamacién sistémica y activacion monocitaria. El analisis de regresién multivariante
revel6 que los niveles de glucosa, AST Yy bilirrubina, asi como la infeccién por VHC, se
asociaron de forma positiva con los niveles elevados de CD163 en el cuartil superior,
marcador relacionado con la activacion monocitaria. Paralelamente, los niveles de
hemoglobina se asociaron de manera inversa con los niveles de CD163 en el cuartil
superior.

Ademas, el consumo de alcohol antes del ingreso, un VCM mas alto, niveles de
colesterol mas bajos y una PCR >5 mg/l se asociaron con la expresion de IL-6 en el
cuartil superior, lo cual pone de manifiesto una inflamacién sistémica.

La asociacion entre niveles mas bajos de hemoglobina y niveles mas altos de CD163,
asi como la asociacion entre niveles mas altos de VCM y niveles mas altos de IL-6,
merece una mencién especial, ya que en un estudio previo realizado en pacientes con
TUA ingresados para deshabituacion hospitalaria en nuestra Unidad de desintoxicacion,
aquellos en las que se detectaba la presencia de un VCM elevado y anemia se asociaron
con un aumento de la mortalidad (80).

Los niveles elevados de glucosa, AST y GGT los niveles de triglicéridos y una PCR >5
mg/L se asociaron positivamente con la produccion de sCD14 en el cuartil superior.

Por lo tanto, las anomalias metabdlicas y los niveles elevados de AST (parametros
sugestivos de hepatopatia alcohdlica subclinica), se asociaron con la activacion
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monaocitaria. A pesar de que la poblacion del estudio no presentaba hepatopatia terminal
manifiesta o conocida, los resultados de laboratorio en relacion a los niveles elevados
de AST, GGT y ALT, pueden sugerir la presencia de dafio hepatico en una etapa
temprana. En estudios previos de nuestra cohorte de pacientes con TUA ingresados
para tratamiento de desintoxicacion hospitalaria, las complicaciones hepéticas fueron
una causa importante de mortalidad (81), y ademas los pacientes presentaron
anomalias ecograficas sugestivas de dafio hepéatico (78) sin que presentaran
manifestaciones clinicas de hepatopatia cronica.

La asociacion entre los niveles de CD163 en el cuartil mas alto y la infeccién por VHC
es de interés, al igual que otras asociaciones bien caracterizadas entre la infeccion por
VHC y el consumo de alcohol (como el aumento de la citotoxicidad, deterioro de la
respuesta inmunitaria, aumento del estrés oxidativo, aumento de los depdsitos de hierro
y progresion de la lesién hepatica) (82). Estas asociaciones patoldgicas explicar en parte
la menor supervivencia de los pacientes con TUA con infeccién por VHC concomitante
(83). Por lo tanto, el tratamiento del VHC y el cese por completo del consumo de alcohol
deberia ser una prioridad en estos pacientes. A pesar de ello cabe destacar que el
consumo de alcohol sigue siendo una de las principales razones subyacentes a la no
prescripcion del tratamiento del VHC (84); aunque se ha visto que el consumo de alcohol
no afecta negativamente al objetivo de conseguir una respuesta viral sostenida (85).

Por otro lado, los niveles elevados de glucosa sugieren una posible resistencia a la
insulina, y la mediana del IMC en la poblacion del estudio fue de 25,6; por lo que mas
de la mitad de los pacientes incluidos en este estudio presentaban sobrepeso. Estos
datos junto con la asociacion entre niveles elevados de triglicéridos y niveles de sCD14
en el cuartil superior sugiere la presencia de sindrome metabdlico. En este contexto es
conocida la asociacion entre el sindrome metabdlico y la esteatosis hepética no
alcohdlica, que comparten algunas vias patogénicas con la hepatopatia alcohdlica (86),
con el consecuente impacto doble de la hepatopatia en pacientes con elevado consumo
de alcohol y la presencia de obesidad o sobrepeso (87,88). Por lo tanto, las anomalias
metabdlicas deben abordarse y tratarse de forma prioritaria junto con el TUA en estos
grupos de pacientes para disminuir el riesgo de progresion a enfermedad hepéatica (86).

Hay estudios donde se han evidenciado niveles de sCD14 mas elevados en aquellos
gue presentaban esteatohepatitis no alcohdlica en comparaciéon a los que presentaban
higado graso no asociada al consumo de alcohol lo que puede sugerir los niveles de
sCD14 elevados puedan tener relacién con mayor inflamacién hepatica y estadios mas
avanzados de hepatopatia. (89,90).

Nuestros resultados (ver tabla 18) indican que los pacientes con un marcador en el
cuartil mas elevado (CD163, sCD14 o IL-6) tenian una mayor probabilidad de tener los
otros dos marcadores también en el cuartil mas elevado. En un estudio que incluy6 a 97
con consumo muy elevado de alcohol y 51 sujetos de control, se observaron
asociaciones positivas entre los niveles de CD163, sCD14 e IL-6 y la cantidad de alcohol
consumido (91). Otros estudios han reportado niveles mas altos de sCD14 e IL-6 en
pacientes con TUA, en comparacién con controles sanos (92,93,94) y niveles reducidos
de marcadores de inflamacion y permeabilidad intestinal después de 2 a 3 semanas de
abstinencia alcohdlica (95,96).
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Este estudio no reporta una asociacion entre la cantidad de consumo de alcohol y los
niveles de CD163 y sCD14, probablemente porque nuestra cohorte representa los casos
mas extremos de pacientes con TUA que requieren desintoxicacion hospitalaria, con
altas tasas de consumo de alcohol al ingreso (mediana de 142 g/dia; RIC de 100 a
220g/dia) y con un largo periodo de TUA y ademas no se incluy6 una cohorte de sujetos
de control sanos, ni de personas con un consumo de alcohol leve o moderado.

Ademas, el andlisis multivariante revel6 una asociacién entre una menor ingesta de
alcohol y la probabilidad que los niveles de IL-6 se encontraban en el cuartil mas alto (p
= 0,04). Este hallazgo, si bien algo contradictorio, podria explicarse por una causalidad
inversa, segun la cual los pacientes con TUA con niveles mas altos de IL-6, compatibles
con inflamacién sistémica, podrian consumir “menos” alcohol debido a que su salud
fisica general probablemente sea peor.

En un meta-andlisis de 2022 Moura y sus colaboradores (97) analizaron 23 estudios
donde comparaban los niveles de 14 citoquinas en pacientes con TUA versus
pacientes sanos. Se incluyeron un total de 627 de pacientes con TUA y 686 de
pacientes sanos se incluyeron, excuyendo a aquellos pacientes con enfermedades
autoimmunitarias, comorbilidad elevada, tratamiento
inmunosupresor/immunomodulador o diagndstico incierto de TUA. Los resultados
mostraron de forma estadisticamente significativa que Unicamente los niveles de IL-6
eran mas elevados en los pacientes con TUA que en los controles sanos, sin haber
diferencias en las otras citoquinas.

6.2. MARCADORES DE ACTIVACION MONOCITARIA EN
PACIENTES CON TUA Y CONSUMO DE CANNABIS

En el estudio 2 los pacientes con TUA ingresados para desintoxicacion, el consumo
concomitante de cannabis se asocié con niveles de sCD163 en el cuartil superior, lo
cual es consistente con el aumento de la activacion monocitica. La asociacion entre el
consumo de cannabis y los marcadores de activacion monocitaria ha sido poco
estudiada. En un estudio con pacientes consumidores de metanfetamina infectados por
VIH, Vidot y sus colaboradores los consumidores de cannabis tenian niveles més altos
de sCD14 respecto a los no consumidores, pero no encontraron una asociacion entre el
consumo de cannabis y sCD163 (98). Por el contrario, en nuestro estudio encontramos
una asociacion entre el consumo de cannabis y los niveles de sCD163 en el cuartil
superior, pero no entre el consumo de cannabis y los niveles de sCD14 en el cuartil
superior. Los niveles mas altos de sCD163 en este tipo de pacientes podrian reflejar
una activacién monocitaria que no solo pone de manifiesto la respuesta mediada por
LPS, sino también el dafio tisular causado por el alcohol y sus metabolitos, mecanismo
importante en la patogénesis de la hepatopatia alcohdlica.

Los niveles elevados de sCD163 reflejan la activacion de los macrofagos, monocitos y
de las células de Kupffer en respuesta a estimulos inflamatorios y se han encontrado
asociaciones con fibrosis hepética en pacientes con hepatitis viral (99), infeccién por
VIH (100) y enfermedad del higado graso no alcohdlico (101). Ademas, los niveles
elevados de sCD163 se han asociado también con una mayor mortalidad en pacientes
con VIH (102) y pacientes con hepatitis alcohdlica (47).
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Un estudio brasilefio en 2019 con pacientes con VIH revel6 que el consumo de cannabis
se asociaba a un perfil antiinflamatorio, mientras que el consumo de cocaina se
asociaba con un aumento de los niveles del factor de necrosis tumoral a. Los pacientes
gque consumian tanto cannabis como cocaina presentaban un perfil mixto con
predominio de citoquinas inflamatorias (103). Estos resultados dispares entre estos dos
estudios y nuestra serie de pacientes con TUA ingresados para desintoxicacion podrian
atribuirse a las caracteristicas basales de las poblaciones estudiadas sobretodo en
cuando a comorbilidades como la presencia de VIH y el tipo y el patron de consumo de
las sustancias. Por ejemplo, todos los participantes en los estudios de Vidot y Castro
tenian infeccién por VIH, la cual es conocida su asociacion con la activacion inmunitaria
(102,104). Ademas, el patron de consumo de sustancias también fue diferente entre los
participantes del estudio. En el estudio Vidot, todos los participantes eran hombres
consumidores de metanfetamina (98), mientras que en el estudio Castro, 21 de los 62
participantes consumian cannabis; 8 consumian cocaina y 13 consumian cannabis y
cocaina (103). Respecto al consumo de alcohol, que fue universal en esta serie de
casos, no se reportd en el estudio Castro (103) mientras que la medida del consumo de
alcohol en el estudio Vidot fue la puntuacion de indice de severidad de adiccién en
relacion al alcohol (98), que no se asocia con los niveles de sCD14 o sCD163.

Respecto otros marcadores, pese a que los niveles medios de IL-6 fueron mayores en
quienes consumian cannabis y alcohol en comparacién con quienes solo consumian
alcohol, el cannabis no se asoci6 con niveles de IL-6 0 sCD14 en el cuartil superior en
el andlisis de regresion ajustado.

El cannabis es la tercera droga mas consumida en el mundo, después del alcohol y el
tabaco (105) y la 42 en Espafia tras el alcohol, el tabaco y los hipnosedantes (2) (Figura
17). La prevalencia del consumo de cannabis estd aumentando en los Ultimos afios
(106) y ademas el consumo es legal en varios paises, incluido Estados Unidos (107) y
es probable que siga aumentando en el futuro proximo. Aunque cabe decir los
problemas médicos relacionados con el cannabis no son tan comunes como los
relacionados con el consumo de cocaina o heroina (108).

Porcentaje de consumidores, en los ditimos 12 meses,
antre la poblacidn de 15 a 64 afos. Espafia, 2022
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Figura 17. Porcentaje de consumo de drogas en Espafia en los Ultimos 12 meses de poblacion entre 15-64 afios. Fuente:.

Observatorio Espafiol de las Drogas y las Adicciones. Informe 2023. Alcohol, tabaco y drogas ilegales en Espafia. Madrid:
Ministerio de Sanidad. Delegacién del Gobierno para el Plan Nacional sobre Drogas; 2023. 270 p.
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A dia de hoy hasta donde sabemos, ningun estudio previo a la publicaciébn ha
investigado el impacto adicional del consumo de cannabis en la activacion inmunitaria y
la inflamacion sistémica en pacientes con un consumo perjudicial de alcohol. Los
hallazgos actuales podrian sugerir que el consumo concomitante de cannabis en
pacientes con TUA, junto con la presencia de niveles elevados de marcadores de
activcacion monocitaria como el sCD163, puede conllevar un mayor riesgo de
mortalidad y otros problemas relacionados con la salud, por lo que estos pacientes
podrian requerir un seguimiento mas intensivo e iniciar medidas precoces para fomentar
la abstinencia tanto del consumo de cannabis como del alcohol. Abordar el consumo de
cannabis en pacientes con otros trastornos por uso de sustancias puede ser dificil, ya
que no existen tratamientos farmacoldgicos dirigidos y las terapias no farmacolégicas
utilizadas han mostrado resultados dispares en cuanto a la disminucién del consumo de
cannabis (109).

En este estudio no se detecté una asociacion entre el consumo de cocaina y los otros
marcadores de activacion monocitaria o inflamacion sistémica en esta serie de
pacientes. De hecho, en el analisis univariante, el consumo de cocaina se asocioé con
una menor probabilidad de presentar niveles de sCD163 en el cuartil superior,
asociacion que no se produjo en el analisis de regresion logistica ajustado. En este
estudio, nuestro objetivo fue evaluar el efecto adicional del consumo de cocaina y/o
cannabis sobre IL-6, sCD163 y sCD14 en pacientes con TUA grave. Conocemos que el
TUA se asocia con un aumento marcadores de inflamacion sistémica y activacion
monocitaria, a los que se le afiaden ciertos factores de riesgos de que también provocan
mayor inflamacién y activacibn monocitaria, como un IMC relativamente alto, niveles
elevados de enzimas hepéticas y una proporcion considerable de infeccion por VHC
como se describe en el estudio 1. Por lo tanto, determinar el efecto aislado del consumo
concomitante de cocaina sobre la inflamacién y la activacibn de monocitos puede ser
dificil. Por lo tanto, el efecto perjudicial del consumo de cocaina en pacientes con TUA
podria atribuirse a otros mecanismos ademas de los implicados en la patogénesis de la
hepatopatia alcohdlica (110).

6.3. MARCADORES DE INFLAMACION SISTEMICA,
ACTIVACION MONOCITARIA Y TRANSLOCACION BACTERIANA
EN PACIENTES CON TUA Y SU ASOCIACION CON FIBROSIS
HEPATICA

En esta serie de pacientes con TUA sin enfermedad hepética conocida ingresados para
tratamiento hospitalario de desintoixacion, los niveles de marcadores plasméaticos
compatibles con un aumento de la inflamacion sistémica, un aumento de la activacion
monocitaria y un aumento de LBP se asociaron con la presencia de fibrosis hepatica
avanzada.

En particular, los niveles de IL-6, IL-10, sCD14, sCD163 y LBP en el cuartil superior y
los niveles de LPS en el cuartil inferior se asociaron con la fibrosis hepativa avanzada
medida con FIB-4.
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Se observaron las mismas asociaciones cuando los niveles de marcadores se
correlacionaron con FIB-4 como variable continua. Los niveles de IL-10, sCD14, sCD163
y LBP se correlacionaron directamente con los valores de FIB-4, mientras que los
niveles de LPS se correlacionaron negativamente con FIB-4. Todos los analisis que
detectaron estas asociaciones se ajustaron por sexo, consumo de alcohol antes del
ingreso y presencia de infeccion por VHC. Cabe destacar que, en esta poblacion de
estudio, los pacientes con fibrosis hepética avanzada presentaban un mayor consumo
de alcohol antes del ingreso y una mayor prevalencia de infeccién por VHC.

Como se menciond anteriormente, los niveles de LPS se correlacionaron negativamente
con los valores de FIB-4, y los niveles de LPS en el cuartil inferior se asociaron con una
mayor probabilidad de fibrosis hepética avanzada. Estos hallazgos sugieren que niveles
mas altos de LPS podrian indicar que la translocacion bacteriana ocurre principalmente
en una fase temprana de la patogenia de la enfermedad hepatica asociada al alcohol,
cuando los pacientes aun no han desarrollado fibrosis hepética significativa. La
activacion monocitaria, la inflamacién sistémica y los niveles mas altos de LBP no se
producen tanto en las primeras etapas de la enfermedad hepéatica asociada al alcohol,
sino en etapas posteriores, razén por la cual todos estos marcadores se asociaron con
valores mas altos de FIB-4 y con una mayor probabilidad de valores de FIB-4 sugestivos
de la presencia de fibrosis hepética avanzada.

La asociacion entre los niveles de IL-6 y la fibrosis hepéatica se ha descrito previamente
en una cohorte de pacientes con VIH con consumo perjudicial de alcohol (111) y en
otras cohortes de pacientes con VIH o VHC (112). Sin embargo, estudios previos no
detectaron una asociacién entre los niveles de IL-10 y los marcadores no invasivos de
fibrosis hepética (111). La asociacion entre los marcadores inflamatorios y la fibrosis
hepatica es de interés, ya que tanto los niveles elevados de IL-6 como los valores de
FIB-4 compatibles con fibrosis hepatica avanzada se han asociado con una mayor
mortalidad y otros problemas de salud en diferentes entornos (113,114,115).

Otros autores han demostrado que los marcadores de activacibn monocitaria,
especialmente el sCD14, también se han asociado con la mortalidad y otras
complicaciones asociadas en pacientes con VIH (116,117). En un estudio realizado en
pacientes con infeccion crénica por VHB o VHC, Sandler y sus colaboradores vieron
gue, los niveles elevados de sCD14 se correlacionaban con los niveles de AST y
ferritina, lo que, segun los autores, indicaba inflamacién hepatica (118). En ese mismo
estudio, los niveles elevados de sCD4 se correlacionaron con la GGT, la FA y la alfa-
fetoproteina, lo que, segun los autores, indicaba cierto grado de fibrosis hepéatica (118).
Desconocemos otro estudio que haya estudiado la asociacidbn entre marcadores
plasmaticos de activacion monocitaria, translocacion bacteriana y fibrosis hepética en
pacientes con TUA.

Si que se han estudiado los niveles de LPS en pacientes con TUA y parecen disminuir
con la abstinencia alcohdlica (119,93). Los niveles elevados de LBP se asocian con la
mortalidad en pacientes con cirrosis descompensada o hepatitis aguda alcohdlica (120)
y parecen disminuir con el uso de betabloqueantes en pacientes con hipertensién portal
(121). Sin embargo, los niveles en pacientes con TUA sin enfermedad hepatica
manifiesta no han recibido mucha atencion en la literatura. Nuestros hallazgos respaldan
el uso del LBP como marcador indirecto de translocacién bacteriana en pacientes con
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TUA. Ademas, ningun otro estudio ha evaluado la asociacion entre los niveles de LPS y
LBP y la fibrosis hepatica avanzada.

Es importante destacar que nuestros hallazgos, ademas, subrayan que la activacion
monocitaria, la inflamacion sistémica y la translocacion bacteriana estan presentes en
pacientes con TUA ingresados para tratamiento hospitalario, pero sin enfermedad
hepatica terminal o descompensada conocida, y que estos niveles se asocian con los
valores de FIB-4 y la presencia de fibrosis hepatica avanzada evaluada con medidas no
invasivas. Estos hallazgos pueden sugerir que los pacientes con valores de FIB-4
sugestivos de fibrosis deben recibir de forma prioritaria un tratamiento y un seguimiento
Mas intensivo para asegurar la abstinencia alcohdlica, ya que conseguir esta abstinencia
se asocia con una mayor supervivencia incluso en aquellos sujetos que ya presentan
formas avanzadas de enfermedad hepatica relacionada con el alcohol (122).

6.4 TRASTORNO POR USO DE ALCOHOL EN MUJERES Y
RELACION DE FACTORES DE RIESGO CARDIOVASCULAR
CON MARCADORES DE INFLAMACION SISTEMICA,
ACTIVACION MONOCITARIA Y TRANSLOCACION
BACTERIANA

En este estudio, donde la mayoria de los pacientes con TUA ingresados para
deshabituacién son de sexo masculino, las mujeres presentaron un menor consumo de
alcohol, una duracién mas corta del TUA, una menor prevalencia de diabetes y de
evento cardiovascular previo, asi como niveles més bajos de sCD163 e IL-10.

El consumo de alcohol entre hombres y mujeres ha sido ampliamente estudiado desde
distintos puntos de vista respecto a sus diferencias, tanto a nivel epidemiolégico como
a nivel complicaciones asociadas. En Espafia la prevalencia y el patron de consumo en
sujetos de 15 a 64 afios son distintos, siendo todavia el sexo masculino el sexo con
mayor prevalencia en cuanto al consumo en alguna ocasion en los Ultimos 12 meses
(82.1% varones vs 70.8% mujeres), los ultimos 30 dias (73.1% en varones vs 55.7%
mujeres), y en las intoxicaciones etilicas agudas en los Ultimos 12 meses (21.5%
varones vs 11.9% mujeres), aunque entre los 15 y 24 afios las diferencias son mucho
menos marcadas en el consumo los ultimos 12 meses (77.3% vs 75.1%) y los Ultimos
30 dias (65.2% vs 60%) (Figura 18) (2).

En nuestra experiencia en la Unidad de Adicciones destaca que el porcentaje de
pacientes ingresadas para deshabituacion es proporcionalmente mucho menor que los
hombres (alrededor de un 25%), con un consumo de alcohol menor total y una duracion
del TUA menor. Esto puede sugerir que las mujeres presentan un mayor impacto
derivado del consumo perjudicial de alcohol con una menor cantidad consumida y un
menor tiempo total consumido en comparacion con los hombres. Estos datos
concuerdan con los descritos por otros autores incidiendo ademas en que el tiempo
transcurrido entre el inicio del consumo problemético y la aparicion de complicaciones
derivadas es mas corto en las mujeres que en los hombres (123, 124).
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Se han descrito diferentes hipétesis para explicar estas diferencias, como pueden ser
una menor educacion, disponer de menores ingresos, un mayor desempleo, la
presencia de mas hijos viviendo en casa o un mayor estrés parental. (125). Ademas, las
mujeres experimentan barreras tanto internas como externas para el tratamiento del
TUA como podria ser la baja percepcion de la necesidad de tratamiento, la culpabilidad
y la verglenza derivadas del consumo de alcohol o la visién social de las mujeres con
TUA (126). Otro aspecto diferencial es que las mujeres presentan mayor prevalencia de
transtornos mentales como la depresion o la ansiedad (126).

15-64 afios 15-24 afios 25-34 afios 35-44 afios 45-54 afios 55-64 afios

Algunavezen lavida 932 949 914|853 857 849|947 965 928 (942 959 926|949 967 932|945 975 916

Uttimos 12 meses 764 821 708|762 773 751|811 864 758|770 840 700|765 825 704|720 795 647
Ultimos 30 dias 645 731 6557|627 652 600|682 758 605|651 756 547|648 743 552 | 616 728 507
Diariamente en

los dgitimos 30 dias 90 148 35 13 1.9 07 4.7 74 19 | 81 128 35 |111 181 40 | 168 276 6,1

Nunca 68 51 86 | 147 143 151 | 53 35 7,2 5,8 4.1 74 51 33 868 55 2,5 8.4
T = Total; H = Hombres; M = Mujeres.

Figura 18. Prevalencia del consumo de bebidas alcohdlicas entre la poblacion de 15-64 afios segin sexo y Edad (%),
Espafia 2022. Fuente: Observatorio Espafiol de las Drogas y las Adicciones. Informe 2023. Alcohol, tabaco y drogas
ilegales en Esparfia. Madrid: Ministerio de Sanidad. Delegacion del Gobierno para el Plan Nacional sobre Drogas; 2023.
270 p.

La asociaciéon de marcadores de inflamacion sistémica, activacibn monocitaria y
translocacion bacteriana en pacientes con TUA sin enfermedad hepatica segun el sexo
ha muy sido poco estudidada en la literatura. En 2018 Irina A y su grupo de trabajo de
Kentucky (127) estudiaron en una cohorte de 48 pacientes (34 varones y 14 mujeres)
con TUA sin enfermedad hepatica conocida admitidos para un programa de
desintoxicacién la asociacion de distintos marcadores de dafio hepético (ALT, AST,
CK18 M65, CK18 M30 y la proteina transportadora de acidos grasos del higado
(LFABP)), inflamacién sistémica (TNFa) y translocacién bacteriana (LPS, LPB y
flagelina) al momento del ingreso, en el octavo dia y al quinceavo dia del ingreso
observando que el 69% del total tenian marcadores de dafio hepatico elevado,
presentando las mujeres niveles mas elevados de los mismos con un consumo menor
de alcohol y de menor tiempo de TUA. Este fendmeno de la susceptibilidad aumentada
de las mujeres a presentar lesion hepatica inducida por alcohol, ha sido descrita
previamente (128), observandose que en las mujeres consumidoras de alcohol
presentan una actividad menor de la ADH en la mucosa gastrica comparativamente con
los hombres (129), afiadiendo probablemente un efecto hormonal de los estrogenos
(130).

Ademas, en el estudio de Irina A y su grupo también observaron una correlacion entre
aquellos pacientes varones con aumento de marcadores de dafio hepatico
(especialmente ALT) con niveles mas elevados LPS y que éste dltimo disminuia de
forma progresiva con la abstinencia.
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En nuestro estudio en el analisis no ajustado, la media de sCD163 era significativamente
mayor tanto en pacientes con hipertensién, diabetes mellitus tipo 2 y/o antecedente de
evento cardiovascular. Este biomarcador de activacion monocitaria se ha relacionado
con la fisiopatologia de la diabetes mellitus por sus asociaciones positivas en el riesgo
de desarrollo de dicha enfermedad (131), su implicacién en la resistencia insulinica
(132,133) y la obesidad (133). En cohortes de pacientes con VIH los niveles elevados
plasméticos elevados de sCD163 se han asociado con diversos factores de riesgo
cardiovascular (edad, colesterol HDL, IMC) y con un aumento en la puntuacién del
riesgo cardiovascular en la escala de Framingham y la formacién de arterioesclerosis
(134).

La media valores de IL-6 fue significativamente mayor en pacientes con diabetes
mellitus tipo 2 insulinizados. El uso de insulina sugiere un peor control metabdlico de la
diabetes mellitus. Los niveles elevados de IL-6 se han asociado también a la obesidad,
a laresistencia insulinica (135) y en dos grandes cohortes poblacionales sin enfermedad
cardiovascular conocida se asociaron con una mayor incidencia de enfermedad
coronaria durante el seguimiento a largo plazo (136). En un estudio de 2014 de Gordon
Lowe y su equipo proporciond la primera evidencia donde los pacientes con diabetes
mellitus tipo 2 y niveles elevados de IL-6 presentaron asociaciones significativas en
cuanto a complicaciones macrovasculares y mortalidad (137).

La combinacién de la presencia de TUA, diabetes mellitus y elevacion de sCD163 y/o
IL-6 podria sugerir que este paciente podria tener un riesgo aumentado de desarrollo de
complicaciones cardiometabdlicas en un futuro.

6.5. FORTALEZAS Y LIMITACIONES

Las fortalezas de los estudios realizados incluyen el amplio tamafio de la cohorte y una
recogida de datos extensa en cuanto a comorbilidades, parametros clinicos y analiticos
del paciente que permiten la deteccién de la asociacion entre las caracteristicas clinicas
y de laboratorio, asi como los marcadores de inflamacién sistémica, activaciéon
monocitaria y translocacion bacteriana.

Los estudios transversales como los descritos anteriormente suelen tener habitualmente
menor valor para poder establecer causalidad en comparacién con los retrospectivos,
sin embargo, tienen especial utilidad para definir necesidades de salud de una poblacién
en un tiempo concreto, siendo asi en muchas ocasiones el primer paso para poder
realizar futuras investigaciones mas detalladas.

Los estudios realizados presentan algunas limitaciones.

En primer lugar, una limitacién es la ausencia de grupo control de sujetos sanos para su
comparacion, por lo que se considerd que los valores del cuartii mas alto de los
biomarcadores caracterizaban mejor a los pacientes con anomalias de laboratorio mas
evidentes. Ademas, la mayoria de pacientes incluidos en nuestros estudios son varones
con una representacion del 77% (tasa similar a lo descrito en la literatura en otras series)
por lo que algunos de los resultados obtenidos podrian estar influidos por estas
diferencias de sexo y aplicarian a pacientes con TUA grave mayoritariamente de sexo
masculino.
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Cabe destaca destacar que el analisis de los biomarcadores se realizé una Unica vez
el segundo dia del ingreso, y éstos podrian disminuir tras periodos de abstinencia
alcohdlica més prolongados.

En relacion a los biomarcadores seleccionados Unicamente se analiz6 un biomarcador
anti-inflamatorio (IL-10). Existen otros biomarcadores de inflamacion sistémica, por lo
que el panel de biomarcadores se podria ampliar en investigaciones futuras para
profundizar en el estudio de la respuesta inflamatoria y su comportamiento en este tipo
de pacientes.

En los estudios se incluyeron pacientes con VHC y VIH, dos infecciones que se sabe
que se asocian tanto con la inflamacion como con la activacion monocitaria, aungque en
ninguno de ellos la prevalencia fuera superior al 13%. La prevalencia observada en
nuestra muestra es similar a la de otras cohortes de pacientes con TUA en paises
industrializados, donde no es extrafio el consumo de opiaceos previo al desarrollo del
consumo de alcohol perjudicial.

Otro aspecto a tener en cuenta es que para estimar la fibrosis hepética avanzada se
utilizé el indice FIB-4. Esta herramienta no se ha validado frente al estandar de oro
como es la biopsia hepética para la hepatopatia alcohdlica (138). Cabe sefialar que la
elastografia hepatica no estaba disponible en nuestra institucion en el momento de
realizacion de estos estudios y que el FIB-4 ha sido ampliamente utilizado en cohortes
de pacientes con trastorno por uso de sustancias en las que la realizacién de una
biopsia hepéatica es poco plausible.

Cabe destacar que los pacientes incluidos en los estudios son pacientes con las formas
mas graves del consumo de alcohol, con una mediana de consumo de alcohol de 140-
142 g/dia previo al ingreso; por lo tanto, los hallazgos encontrados no serian de entrada
extrapolables a aguellos pacientes con consumo de alcohol leve-moderado.

Por dltimo, aunque se realizaron analisis multivariados ajustados por diversos factores,
pueden existir confusores residuales. Asi, se requerira de mas estudios de investigacién
para entender toda la complejidad de las asociaciones de los diferentes marcadores
plasmaticos de inflamacién sistémica, activacion monocitaria y translocacién bacteriana
en pacientes con TUA grave que requieren desintoxicacion hospitalaria.
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Las principales conclusiones derivadas de esta tesis doctoral son las siguientes:

1-Los niveles de marcadores de inflamacion sistémica (IL-6) y de activacion
monocitaria (CD163 y sCD14) en el cuartil mas elevado se asocian con niveles mas
elevados de glucosa, enzimas hepéticas y lipidos, a la infeccién por VHC y a niveles
de PCR >5 mg/L, lo que permite identificar potencialmente a los pacientes con TUA
con alto riesgo de peor pronéstico a medio plazo.

2-En nuestra serie de casos de pacientes con TUA, el consumo concomitante de
cannabis se asocio con la presencia de niveles de sCD163 en el cuartil mas elevado,
lo que es compatible con mayor activacion monocitaria.

3-En los pacientes ingresados con TUA ingresados para desintoxicacion, los niveles
mas altos de marcadores de inflamacion sistémica, activcacion monocitaria y
translocacion bacteriana y los niveles mas bajos de LPS, se asocian con valores mas
elevados de FIB-4. Asimismo, la presencia de fibrosis hepética avanzada segun el
FIB-4, se asoci6 a valores de marcadores de inflamacion sistémica, activacion
monocitaria y translocacion bacteriana en su cuartil mas elevado.

4-Las pacientes con TUA ingresados para desintoxicacion hospitalaria presentan un
menor consumo de alcohol, una duracién mas corta del TUA, una menor prevalencia
de diabetes mellitus y de evento cardiovascular previo, asi como niveles mas bajos de
sCD163 e IL-10. La presencia de diabetes mellitus tipo 2 o de antecedente de evento
cardiovascular en pacientes con TUA se asocia con una media de sCD163 mas
elevada, ademas, los pacientes con diabetes mellitus tipo 2 insulinizados presentan
una media tanto de IL-6 como de IL-10 mas elevada.
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La realizacion de esta tesis doctoral puede permitir en base a los resultados obtenidos,
la posibilidad de generar nuevas hipétesis, lineas de investigacion y profundizar méas
sobre los temas tratados.

En términos generales, los marcadores de inflamacién sistémica, activacion
monaocitaria, translocacion bacteriana y permeabilidad intestinal son areas de
investigacion en auge, con un gran numero de estudios publicados en los ultimos afios
y no solo en el ambito del consumo de alcohol, sino en otras areas como las
enfermedades hepaticas no relacionadas con el consumo de alcohol, la diabetes
mellitus, la obesidad, la insuficiencia cardiaca y las enfermedades sistémicas.

A pesar de ello, se desconocen todavia algunos aspectos de la fisiopatologia y el
impacto que tienen estos marcadores en cuanto al riesgo de desarrollo o de
progresion de las enfermedades, en especial en los pacientes con TUA.

El conocer mejor estos mecanismos fisiopatoldgicos y la implicacion que puede tener
la presencia elevada de estos marcadores en los pacientes con TUA sin enfermedad
hepatica conocida puede ser importante para poder predecir un posible impacto futuro
en cuanto a mayor riesgo otras enfermedades como las cardiovasculares o incluso
como factor prondstico de mortalidad. Es conocido que, por ejemplo, las
enfermedades sistémica inflamatorias 0 autoinmunes se asocian a un mayor riesgo
cardiovascular y existen estrategias de prevencién para ello.

Los pacientes con TUA de nuestros estudios, son en si una poblacién especial, con
caracteristicas distintas a la poblacién general con abstinencia para el consumo de
alcohol o con un consumo leve-moderado o incluso aquellos con enfermedad hepatica
conocida ya establecida asociada al consumo de alcohol.

A dia de hoy en los pacientes con TUA no existe una estrategia definida de
prevencion, ni de tratamiento precoz del desarrollo de las posibles comorbilidades mas
alla de las recomendaciones aplicadas a la poblacién general, ni tampoco de
seguimiento. A nivel farmacolégico la aplicacion de terapias antiinflamatorias como el
uso de corticoides en ciertos pacientes con hepatitis aguda asociada al consumo de
alcohol es habitual en nuestra practica diaria. A pesar de ello, se desconoce si en
pacientes con TUA sin enfermedad hepética conocida con marcadores de inflamacién
sistémica y/o activacién monocitaria y/o translocacion bacteriana elevados, el disponer
de un farmaco “antiinflamatorio” podria disminuir el riesgo de desarrollo de
complicaciones en un futuro.

En esta linea, aunque no son propiamente farmacos considerados antiinflamatorios,
existe interés en el papel que puedan jugar los analogos del GLP1 inicialmente
utilizados como farmacos antidiabéticos y que con los afios se han utilizado también
para la obesidad. En los ultimos afios ultimos afios se ha empezado a evaluar en
pacientes con insuficiencia cardiaca, enfermedad hepatica no asociada al alcohol, en
la demencia tipo Alzheimer, debido a su mecanismo de accion y su efecto en distintos

93



LINEAS DE FUTURO

organos y tejidos. Estudios preliminares en pacientes con TUA indican que estos
farmacos disminuyen la necesidad de consumo de alcohol.

El hecho de tener la posibilidad identificar precozmente pacientes ingresados con TUA
y riesgo de desarrollo complicaciones médicas en los préximos afios ya sea por la
deteccién marcadores especificos o por la presencia comorbilidades o una
combinacion de ambas, puede permitir realizar una intervencion precoz y mas
agresiva en cuanto a la abstinencia alcoholica e implementar un tratamiento precoz de
las comorbilidades.

Por otro lado, en los resultados obtenidos hemos observado que en pacientes con
TUA se producen cambios en los marcadores de translocacion bacteriana, y aunque
en esta tesis no se ha hecho hincapié ni se ha analizado los cambios que produce el
alcohol en el microbiota intestinal, hay interés por su estudio. De hecho, se estan
recogiendo muestras de heces en pacientes con TUA ingresados en la Unidad de
Desintoxicacion del Hospital Germans Trias i Pujol en los Ultimos afios para evaluar la
presencia de cambios en el microbiota intestinal.

El poder analizar el impacto que puede tener estos cambios en la microbiota intestinal
en cuanto al riesgo de desarrollo de comorbilidades e incluso como factor prondstico
de mortalidad puede ser de gran interés. En pacientes con cirrosis hepatica es
conocido el uso de ciertos antibiéticos como la rifaximina en el caso de encefalopatia
hepatica o el norfloxacino como profilaxis en pacientes que han presentado un
episodio de peritonitis bacteriana espontanea. Asimismo, el trasplante fecal es una
terapia utilizada en los dltimos afios en algunos pacientes con hepatitis aguda
asociada al consumo de alcohol refractaria el tratamiento convencional.

En esta linea seria de especial interés saber si el uso de prebidticos o probioticos, que
ya conocemos que pueden producir cambios en la microbiota intestinal, pueden tener
utilidad en pacientes con trastorno por uso de alcohol sin enfermedad hepatica
conocida.
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10. ANEXOS

10.1 PUBLICACIONES
10.1.1 ESTUDIO 1

Garcia-Calvo X, Bolao F, Sanvisens A, Zuluaga P, Tor J, Muga R, Fuster D. Significance of

Markers of Monocyte Activation (CD163 and sCD14) and Inflammation (IL-6) in Patients
Admitted for Alcohol Use Disorder Treatment. Alcohol Clin Exp Res. 2020 Jan;44(1):152-

158. doi: 10.1111/acer.14228. Epub 2019 Dec 3. PMID: 31797394.
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7] Significance of Markers of Monocyte Activation (CD163

and sCD14) and Inflammation (IL-6) in Patients Admitted

for Alcohol Use Disorder Treatment

Xawvier Garcia-Calvo, Ferran Bolao, Arantza Sanvisens, Pada Zuluaga, Jordi Tor,
Robert Muga ([7), and Daniel Fuster

Background: Monocyte activation and inflammation are prominent features of aleohol-related liver
dizea=e; however, they have not been thoroughly assessed in patients with aleohol v disorder (AUL)
without overt liver disease. This study aimed to analyze associations among clinical and laboratory
variables and markers of monocyte activation (CD163 and =CD14), and inflammation (interleukin
[IL}-5) among ALUD patients.

Methods: We analyzed the aforementionsd asodations in the highest quartile in 289 patients
(77.5% male; median age, 50 years) consecutively admitted for alcohol detoxification in 2 tertiary hos-
pitakkin the Barcelona metropolitan area, Spain.

Results: Median akohol intake was 142 g/d; median glucose, albumin, creatinine, and bilirubin
kevels (mg/dl), 92 40, 0.7E, and 0.69, respectively; median AST, 41 U/l; median hemoglobin, median
corpuscular volume, and platelet count, 14.1 gidl %48 fL, and 189 = 1071, respactively; median
cholesterol, trighyceride, fibrinogen, and territin levels, 187 mg/dl, 10% 3 mg/dl, 341 mg/dl and 177 ng/
ml, respectively. In addition, 36.7% patients had an erthrocyte sedimentation rate =20 mm, 3
had a C-mactive protein (CRP) level of =5 mg'l and 10.9% were hepatitis C virus (HCV)-positive.
Median CD 163, sCD14, and 1L-6 kevels were 759, 1.68 = 105, and 4.37 pg/ml, respectively. On logistic
regression amalyses, glucose, AST, hilirubin, hemoglobin kevels, and HCV infection {adjusted odds ratio
[aORs]: 1.01, 102 304, and 9.73, respectively) were asociated with CIN 63, Glucose, AST, trighyceride,
and CRP =5 mg/l {a0Rs: 1 101, 100, and 3.49, respectively) were associated with sCID 14, Alcohol
consumpton upon admission, MOV, total cholesterol levels, and CRP =35 mg/l (aQR=s 099, 1.05, 0.9,

and 2 .56, respectively) wene associated with 1L-6.

Concusions: Monocyte activation and systernic inflarma tion are associated with higher glucose,
bver enzyme, and lipid levels, HCV nfections, and CRP of =5 mg/l, thus potentially identifying patients

with AL at high risk of midterm poor outcomes.

Key Words: Alcohol Use Disorder, M onocyte Activation, Systemic Inflammation.

LCOHOL USEIS one of the leading causes of morbid-
ity and mortality, with an especially large impact on
voung adults (GBD 2016 Alcohol Collaborators, 2016).
Alcohol-related liver disease is the most common alcohol-re-
lated chronic medical illness, and alcohol intake is responsi-
ble for the recent increase in liver-related deaths worldwide
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(Rehm et al., 2013). The association between aleohol use and
liver disease is well established; nonetheless, only a small pro-
portion of heavy drinkers develop liver cirrhosis (Fuster and
Samet, 2018; Seitz et al., 201 8).

Systemic inflammation and increased intestinal permeabil-
ity are prominent features in the pathogenesis of alcohol-re-
lated liver disease (Louvet and Mathurin, 2015). Indeed,
alcohol use is associated with changes in the microbiome
composition with increased levels of intestinal gram-negative
bacteria and fungi (Szabo, 2015). Aleohol consumption is
also associated with increased intestinal permeability and
translocation of bactenal products (such as lipopolysaccha-
rde [LPS] or endotoxin and other pathopen-associated,
molecular pattern molecules) that activate Kupffer cells via
the CD14 receptor and toll-like receptor 4 (Purohit et al.,
2008), resulting in the release of inflaimmatory cytokines that
lead to liver inflaimmation and fibrosis progression (Lackner
and Tiniakos, 2019). Besides, chronic alcohol exposure pro-
motes a proinflammatory phenotype in macrophages and
monocytes, thus augmenting endotoxin-induced inflamma-
tory responses (Mandrekar et al, 2009). In addition to

Albeohal Clin Exp Res, Vol 84, No 1, 2020: pp 152-158
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increased intestinal permeability, damage-associated molecu-
lar pattems (DAMPs) play important roles in monocyte acti-
vation in alcohol-related liver disease (Louvet and Mathurin,
2015). DAMPs are derived from alcohol-induced oxidative
stress, lipid peroxidation, increased iron deposits, and hepa-
tocyte damage and death (Fuster and Samet, 2018; Gao
et al, 2009), and further tripgger inflammation via toll-like
receptors and the inflammasome (a multiprotein oligomer
that promotes interleukin-1f [IL-1f] release) (Gao et al.,
20019). Moreover, alcohol use disorder (AUD) is associated
with an imbalance between Th-1-type and Th-2-type immune
responses, which are associated with increased immune acti-
vation and inflammation {Szabo, 1999,

Systemic inflammation and increased monocyte activation
have been extensively studied in animal models and in
patients with alcoholic cirrhosis (Szabo, 2015). In other con-
ditions, including HIV and hepatitis C virus (HCV) infec-
tions, increased levels of inflammatory cytokines (including
IL-6) and increased monocyte activation (measured based on
soluble CD14 [sCDI14] levels, a marker of LPS-driven
immune responses) have been associated with poorer out-
comes and increased mortality (Capeaun, 20011; Hunt et al.,
2014; Lien et al, 1998; Sandler et al., 2011). Other smdies
have previously investigated sCD14 levels in patients with
AUD (Donnadieu-Rigole et al., 2018 Liangpunsakul et al.,
20017)y. However, few studies have reported the presence of
inflammation or monocyte activation quantified on the basis
of CD163 levels (a monocyte-scavenger receptor for the
hemoglobin—ha ptoglobin complex) and among patients with
AUD without overt liver disease (Kirpich et al., 2017,
Leclercqg etal., 2014; Liang punsakul et al., 2017).

In addition, the significance of monocyte activation and
systemic inflammation in these patients is unclear.

AUD patients hospitalized for detoxification have sub-
stantial comorbidity (Rivas et al., 2013). It remains unclear
whether monocyte activation and systemic inflammation are
associated with alcohol use and medical comorbidity. In this
study, we analyzed the markers of monocyte activation and
systemic inflammation in a seres of patients consecutively
admitted for hospital detoxification at 2 different teaching
hospitals in Barcelona, Spain.

MATERIALS AND METHODS
Participants

Between June 2013 and Novemnber 2018, patients were dingmosed
with AUD in accordance with the Diagnostic and Statstical Man-
ual of Mental Disorders (DSM)-IV (Amercan Psychiatric Associa-
tiom, 2000) and admitted for aleohol detoxification in the hospital at
2 different teaching institutions (Hospital Universitari Germans
Trinsi Pujol and Hospital Universitan de Bellvitge) in the Barcelona
metropolitan area of Spain

Addiction specialists at the primary-care and hospital level
referred patients for hospital detoxification if they were deemed inel-
igible for ambubitory detomficaton. The aiteria for refarmg
patents for hospital detoxification included the following: high risk
for severe aloohol withdrawal (Le., previous episodes of severe aloo-
hol withdrawal and for prier history of seizures or delirium tremens),
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presence of comorbidities {i.e., decompensated diabetes and presi-
ous crdiovascular events), and low adherence to pharmacotherapy
and for unsuecessful outpatient detoxfication.

Exclusion eriteria induded the presence of autmimmune diseases,
acule comorbidities (e, acute infection, sepsis, and decompensated
liver disease), or severe mental health comorbidities (Le., acute pay-
chosis and decompensated bipolar disorder).

The study was approved by the Ethics Committes at the Hospital
Universitari Crermans Trias 1 Pujol and at the Hospital Bellvitge,
and all patients provided written consent before partidpating in the
study. The methods used o conduct this study complied with the
ethicul stundards for medical research and the principles of good
dinical practice in accordance with the World Medical Associa-
tion's Declaraton of Helsinki (World Meadical Association General
Assembly, 20010

Measurements

Upon admission, patients underwent a thorough physical exami-
nation and an interview regarding their history of alcoho | consump-
tion (Le., type of alcohol age at first aleohol intake, age at onsat of
regular aloshol consumption, pattern of alecohol consumption, and
vears of AUD) and tobacco use. In addition, we used a Timehne
Follewback 30-dav aleohol use @lmdar to messure the aleohol
intake before admission (Sobell and Sobell, 1992). On the sscond
day after admission, blood was drown from patients to assess hema-
tologe and kiochemical parameters incduding, among others, aspar-
tate aminolransferase (AST), alanine aminotransferase (ALT), and
bilirubin levels and o ther nons pecific markers of inflammation such
s Cereactive protein (CRP) and ervthrocvte sedimentation rate
(ESR). Blood samples were also analyeed for HCV and HIV infec-
tons. HOV infections were dingnosed on the basis of an enzyme-
linked immunosorbent assay, and positive tests were confirmed by
detecting HCV RMNA through real-time polyvmer ase chain reactions
(limit of detection: 50 copies'ml) (Abbot HCVTM, Abbot Labora-
tories, North Chicago, IL, USA, in Hospital Universitari de Bel
Ivitge and Orthoe HOCVTM, Ortho Diagnostics, Rartan, NI, USA,
in Hospital Universitari Germans Trias i Pujol).

Markers of monocyte activation (CD63 and sCD14) and svs-
temmic inflammation (IL-6) were quantified in frozen plasma sam-

les.
! CDLA3 and sCD4 were quantifisd using Quantikine® enzvme-
linked immunosorbent assays (Bio-Techne, Lid., Abingdon, UK)in
aeoordance with the manufacturer's specifictions. For CD163, a
110 dilution was used; sCDN4, 1:200. For both markers, a calibra-
tion curve was plotied.

IL-6 levels were analyzed wing the Cyvtometric Bead Array (Bec-
ton Dhickinson, Lid., Laagstraat, Belgiom)in a flow ovtometer {BD
LSRFortessa). Plasma samples were undiluted, and a top standard
curve wis plotted to caloulate IL-6 concentrations. The lower limit
of detection was 0,03 pg'ml. For assays in which [L-6 concentra tion
wus helow the detection threshold, a value of 0.03 pg'ml was set for
the analvsis.

The interassay and intraassay coefficients of variaton were <10%
for all analyses.

Additonal information describing the admission protocol was
published previously (Rivas et al., 2013).

Stai tical Analysis

Desiriptive statistics were expressad as the median, interquartile
range (IQR), mean, and standard deviation (SD) for quantitative
varinbles, or as absolute frequendes and percentages for qualitative
variahles. We performed the chi-square test o explore significant
differences in qualitative variables and the r-test for mean differences
inquantitaive varisbles betwesn patients that presented markers in
the highest gquartile versus patients not presenting thoss markers.
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We then developed multivariate logistic regression models that
included age, sex, and aleohol consumption and all covariates that
were significant on bivarate analvsis. Among covariales, we
included laboratory parameters that are routinely tested in AUD
patents admitted for hospital detoxifimtion in the 2 participating
institutions. We developed a different model for each marker
(CD163, sCD14, and IL-6), wherein the primary oulcome com-
prised the highest quartile of each marker, and the reference cate-
gory induded all the other values of the spedfic marker. Test results
were considered statstically significant i the resulting 1-tailed p-
value was <005, Statstical analvsis was performed using SPSS sofl-
ware, version 15.0.1 (SPSS, Chicgo, IL).

RESULTS
Characteristics of the Study Population

In total, 289 patients (77.3% male) were included in this
study, with a median age of 30 vears. The median alcohol
intake upon admission was 142 g/d, the median duration of
AUD was 20 years, and 76% of the patients were active
smokers.

The median glucose, albumin, and creatinine levels were
92, 40, and 0.78 mg/dl, respectively, while the median AST,
ALT, gamma-glutamyl transferase (GGT), and bilirubin
levels were 41 UJL, 29 U/, 92.5 U/l, and 0.69 mg/dl, respec-
tivety. The median hemoglobin level was 14.1 g/dl, the med-
ian mean corpuscular volume (MCV) was 94.8 fL, and the
median platelet count was 189 x 10°/L. The median choles-
terol and triglyceride levels were 187 and 1093 mg/dl,
respectively, while the median fibrinogen and ferritin levels
were 341 mg/dl and 177 ng/ml, respectively. In addition,
36.7% of patients had an erythrocyte sedimentation rate of
=20 mm, and 32.5% had a C-reactive protein (CRP) level of
=5 mg/l. The median levels of CD163, sCD14, and IL-6 were
759 ng/ml, 1.68 x 10° pg/ml, and 4.37 pg/ml, respectively.
Table 1 shows the clinical characteristics and laboratory
parameters of the study population.

When marker levels were divided into quartiles, 98
patients had CD163 values in the highest guartile, 73 had
sCID14 values in the highest quartile, and 68 had 1L-6 values
in the highest quartile.

Bivariawe Associations Berween Clinical and Laboratory
Characteristics and the 3 M arkers of Interest

Tahle 2 shows the bivariate associations between clinical
and laboratory characteristics and markers of monocyte acti-
vation (CD163 and sCD14), and inflammation (I1L-6) in the
highest quartile.

Briefly, CD163 values in the highest quartile were associ-
ated with the male sex (86.7 %, highest quartile vs. 72.9%, all
other quartiles, p < 0.01); HCV infection (20.6% vs. 5.8%,
p = 001), higher mean levels of AST (85 ws. 41 U/l
p < 0.01), ALT (51 vs. 33 U/l p < 0.01), GGT (478 vs. 161
Ujl, p = 0.01), bilirubin (1.2 vs. 0.7 mg/dl, p < 0.01), and
MOV (97.1 ws. 938 L, p < 0.01) lower mean levels of
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Table 1. Charactenstcs of the Study Population and Lavels of Markers of
Monocyte Adtivation and Inflammiation in 289 Pafients With Alcobol Ulsa

Disordar Admitted for Traatmannt
Variabis M= 280 (%)
Mala sax 224 (7T5)

Aga (years), median (1GR)
BMI, madian (KJR)
Alcohol and substance usa

50 (435 1o 57)
256 (22.3 t0 20.3)

Alcohol consumption (gid), median (IKJR) 142 (10010 220)
Dwration of AUD (years), median (1QOR) 20 (10 to 28)

Activa smokears 220(7T6.1)

Labo ratory parametars Momal values
Glucosa (mg/dl), median (1QR) 82.0(829t0103.0) 681 110
Albumin (mg/dl), median (IQR) 40 (37 10 42.8) 353
Creatinina (mg/dl), median (10R)  0.78 (067 to0.80) 0.721 1.18
AST (LK), median (IQR) 41 (24 510 77.5) S5to 50
ALT | LK), madian (IQR) 20 (18 10 48.2) S5to 50
GGET (M), median (K2R 425 (380 27R.5) Oto 55
ALP (LW, madian (IKJR) T (58 1o 105) 3010120
Bilirubin (mg/dl), median (10 0.68 (D.4Tt0 1.11) 0.30 1 1.20
Total chalestarol {mgidl), 187 (156t0221) 9 1o 200

madian (KR

Trighroanideas (mgddl), 1083 (7T to17B6) 26510150
madian (IOR)

Hemoglobin (g/dl), median (IKQR) 14.1 (12.8t0 15.2) 135 17.5
MOV (L), median (IOR) 84 .8 (91.0t0 90.0) B0 o 85
White blood calls (10°1), 6.4 (5.0t 7.6) 4.0to11.0

median (1QR)

Platalats (10%1), median (1OR) 188 (136t0230) 150 to 400
Fbrinogean (mgddl), median (IR} 341 (27610 382) 150 to 450
Farritin {ng/mi), median (IO 177 (780377 30 1o 400
HCV infection 31 (10.8)

HIV infection 14 (4.9)

ESR = 20 mm 106 (36T) Oto 20
CRP = 5 mgll o4 (32 5) Oto 5

Markars of monocyte adivation and inflemmation
CD163 (ngimi), median (IR) T58 (494 10 1,000)
sCO14 (10% pgimi), 1.68 (1.33t0 2.08)

madian (1GQR)
IL- & (pg/mi), madian [ IQR)
(n=273)

4.37 (1.3t09.71)

ALP, akalna phosphatasa; ALT, alanine aminofransferase; AST, agpar-
tate aminotransferasa; AUD, alcohol use disordar; BMI, body mass indax
CAP, C-reactive protein; ESR, erythrocyte sedimenttion rate; GGT,
gamma-glutamyd transferase; HOV, hapatiis C virus; 10R, interquartila
range.

hemoglobin (13.4 vs. 141 g/dl, p < 0.01) and cholesterol
(179 vs. 195 mg/dl, p = 0.01); and an erythrocyte sedimenta-
tion rate (ESR) of =20 (31% vs. 33%, p < 0.01).

sCD14 values in the highest quartile were associated with
higher mean levels of glucose (107, highest quartile vs.
95 mg/dl, all other quartiles, p = 0.04), AST (72 vs. 51 U,
P 001, MCV (97 vs. 94 L, p < 0.01), fibrinogen (355 vs.
336 mg/dl, p=0.04), and ferdtin (536 ws. 267 ng/ml,
p=001), as well as an ESR of =20 (493 vs. 326%,
p =001 anda CRP level of =5(54. 8 vs. 25.1%, p < 0.01).

IL-6 values in the highest quartile were associated with
older age (52.5 vears highest quartle vs. 49.7 years, all other
quartiles, p = 0.04); higher AST (75 vs. 53 Ujl, p < 0.00),
GGT (419 ws. 234 UL, p =<001), MCV (98 vs. 94 fL,
p=001), and ferritin (306 vs. 289 ng/ml, p < 0.01)
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Table 2. Bhariate Associations of Clinical and Labor atory Charadberistics and Markars of Monocyte Actiation (CD163 and sCO014), and Infemmation
(IL-6) in tha Highast Quartile

CD183 sCO14 LG
Highest Allothar =3 Highast All othar =3 Highest Allothar =3

Variahla quartila quarfiles Valua quartila quartiles Valua quartila quarties Valua
Mala sex [n(3:]] 85 (B5.7) 138 (729 <01 55(75.3) 168(78.2) 0.61 52 (76.4) 160 (7TB.0) 061
Aga[meaan (5D)] 523 (9.4) 448 7 (10.5) 004 5189087 50.1(10.7) 017 525(9.4) 4487 (10.3) 0.04
BMI jmaan (S0§] 25.7 (4.9) 267 (6.1) 013 253(6.5) 265.6(54) 012 264 (6.4) 262 (5.7 08§
Alcohal consumplion (gid), 174 (124) 166 (107) 054 167 (83) 168 (121) 0.a2 148 (72) 174 (110) 0.02

[maan (S0]
Duration of ALD (years), [mean  21.4 (11.4) 187 (11.2) 008 19.8(11.0) 18.6(11.5) 088 210(11.5) 188 (11.5) 047

(504]
Tobacoo use [n(%:)] T4 (75.5) 146 (77.7) 0.18 56(T6.T) 164 (76.9) 088 52 (76.4) 157 (T6.4) 053
Glucosa (mgidl, [maan (S0)] 104 (34.8) 857 (37.8) 0.05 107 (48) a5(20.0) 0.04 a5 (24) 100 (33) o
Albumin (mg/dl), [mean (S0)] 38.5(5.2) 40 4 (3.8) <001 39.0(53) 40.0(4.0) 015 379(4.8) 402 (4.2) =001
Craafining (mgdl), [mean (SO§]  0.85 (1.07) 0.81 (0.23) 023 101(1.91) 081(028) 016 0.78(0.37) 088 (0.73) 02§
AST (W), mean (S0 A5 (48) 41 (38) =001 T2(48) 51(45) =001 75 (45) 53 (48) o.01
ALT (LW}, jmean (SD)] 51 (38) 33 @Em =001 43(32) aT(an 015 41 (29) a7 (30 037
GGT (L), [maan (S0)] 478 (566) 161 (382) =001 404 (607) 223 (445) 002 419 (572) 234 (446) 0.02
ALP (LM}, [maan (SD)] 148 (247) BE (85) =001 1E(140) 104 (168) 0.54 145 (267) BB (BO) 0048
Bilirubin (mg/dl), [maan (SD)] 1.2(0.73) 0.7 (0.48) 002  098(0.67) 087 (059 0.18 12(0.78) 081 (052 <001
Total chalasterol (mgddl), 173 (60) 185 (49) 0. 181 (67) 189 (49) 078 172 (51) 196 (54) =001

maan (S0
TE'QE{HIEI j][mgl'dj, [maan 121 (89) 154 (109) o.02 158(137) 137(83) 017 110 (8O} 155 (114) =001

5
I'LI'I?;I]QZIJII'I (g/dl), [maan (SD)] 13.4 (1.8) 14.1 (1.8) 001 13.6(1.9) 13.0(1.8) o1l 133(21) 141 (1.7) =001
MCV (fi), [maan (SD] a7.1 (9.5) 238 (7.4) =001 a7(8) 94 (8) =001 8 (11) 8 (T =001
Platelats (10%1) [mean (SD)] 171 (208) 212 (62) 0.06 180(T1) 205(147) 17 185 (248) 184 (67) 0849
Fibrinogan (mg/dl), median 332 (108) 348 (105) 021 BE5(115) 336 (102) 0.04 3489 (130) 343 (98) a7a

]
Farrifin {ng/mil), madin (10R) 503 (627) 240 (333) =001 536 (655) 267 (363) =001 506 (652) 280 (407) =001
HCV infaction [n (3&)] 20 (20.8) 11 (5.8) =001 10(13.8) 21(99) 0.35 10 (14.9) 189 (8.4) 021
HIVinfadtion [n (3&)] B(B2) 6(3.2) 0.06 5(6.9) a(42) 0.35 11 (5.4) 3 (4.4) 074
ESR = 20 mm n (3&)] 50 (51.0) 56(35.00 <0 36(49.3) 60(32.6) [iXi}] 39 (57.4) 61209y <001
CRP = 5 mg/l[n (%:)] 35 (357 53 (31.1) 042 40(54 8) 54(251) =001 3 (50.0) 5T(argy <001

ALT, alanine aminotransferase; AST, aspartate aminotransferase; AUD, alcohol use disordar; BMI, body mass indax;, ESR, enthrocyte sedimantation
rate; GGT, gamma-glutamyl transfarase; HGV, hapatitis C virus, 10R, intarquariile ranga.

“Bold: povalua <005,

ESR = 200 (574 vs. 299%, p < 0.01)and a CRP = 5 (30 vs.
2795, p < 0.01); and lower alcohol consumption (148 vs.
14 gid, p= 002), albumin (379 vs. 40.2 mg/dl, p < 0.01),
hemoglobin (133 vs. 14.1 g/dl, p = 0.01), total cholesterol
(172 ws. 196 mg/dl, p < 0.01), and triglycerides (110 wvs.
155 mg/dl,p < 0.00).

In addition, patients in the highest quartile for each mar-
ker were associated with the highest quartiles for the other 2
markers, as shown in Table 3.

Multivariare Logistic Regression of Markers in the Highesr
Quartile

Figure 1 shows the multivanate logistic regression analyses
of predictors for having markers in the highest quartile.

Glucose, AST, and bilirubin levels [adjusted odds ratio
{@a0Rs) (95% confidence interval [CI) of 1.01 {101 to
1.02), p=004 102 (100 to 1.04), p= 004 and 3.04
(118 to 7.83), p= 002 respectively] and HCV infection
[a0R (95% CI) of 9.73 (234 to 40.49), p < 0.01] were
positively associated with CD163 levels in the highest
quartile. However, hemoglobin levels [aOR 0.70 (0.33 to

Table 3. Bivariate Assodation of Paiants in the Highest Quartiles in
Tarmms of G063, sCD1M 4, and IL-6 Expression

Highestquartile All othar quartiles p-\Valsa

Highest quartila CD163
sCD14 [ (6] 38(3889) 35(18.3) <001
IL-& [ (%] 37 (30.4) 3 (17.3) <001

sCD14
CO163 [ (%) 38(3889) 35(18.3) <001
IL-6 [ (%] 26(382) 42 (25.8) <001

IL-&

SCD163[n (%] 3T (304 3 (17.3) =001
sCD14 [ (6] 26(382) 42 (25.8) <001

“Bokd: pvalua < 0.05.

0.94), p= 002] were negatively associated with CIDI163
levels in the highest quartle.

Glucose, AST, and triglyceride levels and a CRP of
=5 mg/l [aORs (95% CL) of 1.02 (100 to 1.02) p = 0.02 1.01
(100 to 1.02), p<0.01; 1.00 (1.00 to 1.01), p < 0.01; and
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3.49 (1.73 to 7.06), p < 0.01; respectively] were positively
associated with sCI4 levels in the highest quartile.

MCV and a CRP of =5 mg/l [aORs (93% CI) of 1.05 (1.00
to 1.11), p = 0.04 and 2.56 (1.16 to 6.08), p = 0.02; respec-
tively] were positively associated with IL-6 levels in the high-
est quartile. Alcohol consumption and total cholesterol
[aORs (95% CI) of 0.99 (0.99 to 1.O0), p = 0.04 and (.99
(0,98 to 0.99), p = 0.03; respectively] were negatively associ-
ated with IL-6 levels in the highest quartile.

All other predictors assessed herein were not significantly
associated with marker levels in the highest quartile.

DISCUSSION

In this study, a proportion of AUD patients who were
admitted for hospital detoxification presented distinct
markers of monocyte activation and inflammation in the
highest quartile. Multivariate regression analysis revealed
that glucose, AST, and bilirubin levels and HCV infec-
tion were posiively associated with CDI63 levels in the
highest quartile, consistent with monocyte activation. In
addition, levels of hemoglobin were negatively associated
with CD163 levels in the highest quartile. Higher glucose
and AST levels, triglycerides levels, and CRP of =5 mg/l
were positively associated with sCD 14 production in the
highest quartile.

Besides, alcohol consumption before admission, higher
MCV, lower cholesterol levels, and a CRP of >3 mg/l were
associated with IL-6 expression in the highest quartile, con-
sistent with systemic inflammation.

Therefore, metabolic abnommalities and higher AST levels,
suggesting subclinical alcohol-related liver disease, are asso-
ciated with immune activation. CRP (an acute phase reac-
tant) levels of >3 mg/l are associated with higher levels of
sCD4 and systemic inflammation. Despite that the study
population not having overt end-stage liver disease, their lab-
oratory results, that is, elevated AST, GGT, and ALP levels,
suggest the presence of early-stage liver damage. Moreover,
in previous studies of owr cohort of patients with AUD
admitted for hospital treatment, liver-related complications
were a prominent cause of mortality (Fuster et al., 2013a),
and patients exhibited ultrasound abnormalities, suggesting
subclinical liver damage (Fuster et al., 2018).

The association between lower hemoglobin levels and
higher CD163 levels, and the association between higher
MCVs and higher IL-6 levels mernit discussion, as we previ-
ously reported that a higher MCV and the presence of ane-
mia are associated with mortality in AUD patients admitted
for hospital detoxification (Fuster etal., 2015b).

The association between CD163 levels in the highest quar-
tile and HCV infection is of interest, as are other well-charac-
terized pathogenic interactions between HCV infection and
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alcohol wse (ie., increased cytotoxicity, impaired immune
response, increased oxidative stress, increased iron deposits,
and progressive liver injury) (Fuster et al, 2012). Those
pathogenic interactions may partially explain the reduced
survival of patients with AUD who also harbor an HCV
infection (Muga et al., 2018). Therefore, HCV treatment and
alcohol cessation should be a prionty among patients with
AUD. Alcohol use remains a primary reason underlying the
nonprescription of HCV treatment (Barua etal., 2015); how-
ever, it does not negatively impact the achievement of a sus-
taimed viral response (Tsui etal., 20016).

Higher glucose levels are suggestive of insulin resistance,
and the median body mass index (BMI) in the study popula-
tion was 25.6; hence, over half of the patients included herein
were overweight. In addition, the association between higher
levels of triglycerides and sCD14 levels in the highest quartile
also suggests the presence of metabolic syndrome. These
findings relate to the known association between the meta-
bolic syndrome and nonalcoholic liver steatosis, which shares
some pathogenic pathways with alcohol-related liver disease
(Diehl and Day, 2017) and the double-hit model of liver dis-
ease in heavy drinkers who are obese or overweight (Ajmera
et al.. 2017; Bellentani et al.. 2000). Therefore, metabolic
abnormalities should be targeted and treated alongside
AUD in these groups of patients to diminish the nsk of pro-
gression to end-stage liver disease (Diehl and Day, 2017).

The association between lower levels of cholesterol and
IL-6 levels in the highest quartile also merits discussion.
Despite lower cholesterol levels indicating better cardiovas-
cular health, they also potentially represent markers of early-
stage liver disease.

As shown in Table 3, our results show that patients posi-
tive for 1 marker (CD163, sCD14, or IL-6) in the highest
quartile had a higher probability of being positive for the
other 2 markers in the highest quartile. In a smdy including
97 heavy drinkers and 51 control subjects, positive associa=
tions were observed between the levels of CDI163, sCDI14,
and IL-6 and the quantity of alcohol consumption (Liang-
punsakul et al., 20017).

Other studies have reported higher levels of sCD14 and
IL-6 in patients with AUD, in comparison with healthy con-
trols (Donnadieu-Rigole et al., 2016, Donnadieu-Rigole
et al., 2018; Urbaschek et al., 2001) and reduced biomarker
levels of inflammation and intestinal permeability after 2 to
3 weeks of alcohol withdrawal (Kirpich et al., 2017; Leclercq
etal., 2014).

This smdy does not report an association between the
amounts of alecohol consumption and CD163 and sCD14
levels, probably because our sudy population represents the
more extreme cases of AUD patients warranting hospital
detoxification, with high alcohol consumption rates upon
admission (median of 142 g/d; interguartile range of 100 to
220}, and we did not include a cohort of healthy cont rol sub-
jects or light-to-moderate drinkers as controls.

Moreover, multivariate analysis revealed an association
between lower amounts of alcohol intake and the odds of 1L-
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6 levels being present in the highest quartile (p = 0.04). This
somewhat counterintuitive finding might be explained
through reverse causation, wherein AUD patients with
higher IL-6 levels consistent with systemic inflammation
might drink lower amounts of alcohol because their overall
physical health is probably worse.

One limitation of this study is the absence of healthy con-
trol subjects for comparison, which is why the highest quar-
tile values of the 3 biomarkers were considered to better
characterize those patients with more prominent laboratory
abnormalities. In addition, the biomarkers were also mea-
sured once at 2 d after admission, and their levels may have
decreased upon alcohol abstinence. Furthermore, we
included patients with the most severe forms of AUD, with a
median alcohol intake of 142 g/d before admission; hence,
our findings might not be extrapolated to those with milder
forms of unhealthy alcohol use, as observed in primary-care
climics.

The strengths of this study include a large cobort size and
a sizable amount of patient-level data that facilitated the
detection of associaion between clinical and laboratory
characteristics and markers of immune activation and sys-
temic inflammation.

In conclusion, this study describes the significance of
monocyte activation and systemic inflammation in AUD
patients admitted for hospital detoxification. Based on the
associations described in this study, we detected a subgroup
of patients with AUD at high risk of midtenrm poor out-
comes, even without overt liver disease. This subgroup of
patients would include those with higher glucose and liver
enzyme levels, lower lipid levels, HCV infection, lower hemo-
globin, higher MCV, and higher CRP values.

Future studies are required to focus on longitudinal
changes occurring in these and other biomarkers and in their
prognostic value, that is, whether they are applicable in the
early identification of AUD patients at an increased mortal-
ity risk.
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ARTICLE INFOQ ABSTRACT

Keywards: Backgrowmd: The effect of concomitint cocaing and camabis uge on monocyte activation amd inflaorm ation in
Meahial uee disord e mtient with alosha use disomler (AUD) is unknown.,

e Methode To analyre the mmat of cocaine and cannabig use on levels of markers of monooyte activation
Cacnabiks {50163 and sCD14) and systemic inflammation {interleuking [TL-6]) in AUD patients admitted for haspital
f::a‘:::;:"““ treatnent between 2013 and 2018, Clinical and laboratory mmmeters were obtsined upon adnisson 16,

D163, and sCD14 were measursd in fraeen plasma samples. We perdonned bogistic regrssion to detect as
sociations between cocaine amd cannabis use and markers of momoeyte activation and inflammation in the
highest quartile.

Resulte: A total of 289 patients (775 % male] were included (median age = 50 years). The meadian aleohal
intake upon admigsion was 142 g/day. The median durmton of AUD was 20 years. Of the 289 patients with AUD,
T B were active smokes, 23] % and 23] % concamitantly uged cocaine and cannabic, respectively The
misdian lvels of IL6, 20D163, and 20014 were 4.37 pg/ml, 759 ng/ml, and 168 % 10° pg/ml, respactively.
W chiel nat cletesct asmociations betwesn cocaine e and inflammation o monocyte activation. Cannabis use was
amociated with a higher adds of having sCD163 levek in the highest quantile (adusted odls ratio = 234,95 %
cmfidence imterval = 1.07-5.15, p = 0,031 Canmbis use was not sssociated with inflammation,

Conchigon: Inthis series of AUD patients the concamitant e of cannalis use was asociated with sLD163 levels
that were in the highest quartile, consisent with monocyte activation.

1. Introduction promote activated stellate cell death (Lim et al, 2011). Stellate cellk ame

respongble for the progression of liver fibrosis (Bataller and Gan,

Patients with aleohol e disorder (AUD) frequently concomitantly
use tobaceo and other drugs and have unhealthy lifestyles (Friedmanmn,
2013). Cannabiz and cocaine use is common among uwrban young adults
with AUD who are admitted for hospital treatment of the disorder
(Fuster et al., 2017).

In animal models, cannabinoid CB, and CB, receptors appear to
play arole in the pathogenesis of various liver diseases (e g, hepatitis C
vins [HCV] infection, non-slcoholic seatohepatitis [MASH], and al-
cohaol-related liver disease], (Mallat et al., 2008; Parfieniuk and Flisiak,
20087, Cannabidiol is one of the constituents of cannabizs, [t was shown
to attenuate sleohol-induced liver steatosiz, and inflammation in a
maouze model of liver dissase (Wang et al., 2017). It was also shown to

2015). Human studies have evaluated the impaet of cannabis on liver
disease but have reported mived results (Hézode et al.,, 2005; Ishida
et al, 2008; Liu eral., 2014; Wijarnpreecha et al., 2018; Adejumo et al.,
2017, 2018; Goyal et al, 2018). Previous cros-sectional studies showed
that cannabis we was ssociated with biopsy-proven liver steatosis and
liver fibrosis in HCV-infected patients (Hézode et al., 2005; [shida et al.,
2008), but more recent longitndinal studies of cohorts of HCV-infected
patents with and without human immunodefidency vims (HIV) in-
fection did mot find an asociation between cannabis use and non-in-
vazive markers of liver fibrosis (Lin et al, 2014; Wijarnpreecha et al,
2018 Adejumo e al, 2017, 2018; Goyal e al, 2018). A recent meta-
analysis also failed to find an associstion between cannabis wse and
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liver fibrosis (Wijarnpreecha et al, 2018). Nonetheless, these popula-
tions with many competing risk factors may not be suitable cohorts for
isolating the impact of cannabis use on liverrelated outcomes. Ad-
ditionally, epidemiological sudies of United States hospital discharge
records reported protective effects of cannabis use against chronic HCV
infection and aloohol-related liver disease (Adejumo et al, 2017, 201E).
Howewver, the generalizability of these findings has been debated (Goyal
et al., 2018).

In animal models, cannabis has been regarded as anti-inflammatory
and immunomodulatory (Crosford and Yamamura, 2005). The impact
af cannahbis use on inflammatory markers has been studied in different
cohorts with mixed results; cannabis use was associated with lower C-
reactive protein (CRP) levels in the National Health and MNutrition Ex-
amination Surveys (NHANES) cohort (Alshaarawy and Anthony, 2015),
but not in the Comnary Artery Risk Development in Young Adults
(CARDIA) study cohort (Akhaamwy et al., 2019). In additon, in the
CARDIA study cannabis use was not associated with IL-6 levels
(Alshaarawy ef al, 2019). In a study in lipopolysaccharide [LPS]-acti-
wvated primary human monocytes, cannabis proteins reprogrammed
monocytes toward M2 polarzaton types, what could promote re-
generative processes  and improwve chronic inflilmmatory states
(Rodriguez-Martin et al., 2020). The effect of cannabis use on markers
aof monocyte activaton im settings other than HIV infecton has not
received much attention in the literature (Vidot et al, 2019 de O.F.
Castroet al, 2019d). Cocaine use is associated with ocxidative stress and
inflammation that can lead to heart, liver, and kidney damage
(Dominguez-Rodriguer et al, 2010; Valente et al., 2012). Cocaine use
has also been asociated with higher morality in patents who are
admitted for detoxification (de la Fuente et al, 2014) but the con-
comitant wse of cannabis does not appear to confer a higher risk of
death (Fuster et al., 2017).

Alcohol-related liver disease is the most important aleohol-related
medical illness (Fuster and Samet, 201 £). Alcohol use is ssociated with
changes im micmbiome composition and higher levels of Gram-negative
bacteria and fungi in the intestines (Szabo, 2015). Alcohol consumption
iz alsn asmociated with an increase in intestinal permeability and the
translocation of bacterial products (e.g, LPS, endotoxins, and other
pathogen-associated molecular-pattern molecules) that activate Kupffer
cells via CD14 receptors and trigger inflammatory responses (Louvet
and Mathurin, 2015). Sygemic inflammation and monocyte activation
are important pathogenic features of the development of aleohol-asso-
ciated organ damage, which have been thomughly studied in patients
with alcohaol-related liver cirhaosis (Seitz et al., 2018; Gao et al., 2019).
Monocyte activation, measured based on soluble CIM 4 (sCD14) levels
(ie., a marker of the LPS-driven immune response) and levels of
sCO163E (ie, a monocyte-scavenger receptor for the hemoglobin-hap-
toglobin complex), has been less extensively sudied in patents with
unhealthy alohol wse without owvert end-stage liver disease
{Donnadien-Rigole et al., 201 & Garc{a-Calvo et al., 2020).

The concomitant use of alcohol and other drugs, such s cocaine and
cannabiz, may negatively impact aleohaol-related medical problems.
However, information about the effect of cannabis and cocaine wse on
systemic inflammation and monocyte activation in otherwise healthy
AUD patients who are admitted for hospital reatment is scarce. The
present study amalyzed the impact of cocaine and cannabis use on the
levels of markers of systemic inflammation (ie., IL-6) and monocyte
activation (i.e., #CD163 and sCD14)in AUD patients who were admitted
for hospital detooification.

2, Particdpants and methods
21 Objective
‘We wanted to analyze the impact of cocaine and cannabis use on

markers of monocyte activaton (i.e., sCD163 and sCD14) and systemic
inflammation (ie., IL-6) in AUD patients who were comsecutively
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admitted for hospital detoxdfication between 2013 and 2018

22, Participants

Between June 2013 and November 2018, patients who were diag-
nosed with AUD according to the Diggnostc and Stasteal Maomal of
Mental Disorders, 4th edition (American Paychiatry Asociation, 200)
and consecutively admitted for hospital detoxdfication at two different
teaching hospitak (Hospital Universitari Germans Trias i Pujol and
Hospital Universitari de Bellvitge) in the metropolitan area of Barce-
lona, Spain, were included in the study.

Addiction specialists atthe primary care and hospital levels referred
patients for detoxification if they were deemed ineligible for ambula-
tory detoxification. The primary criteria for referring patients for hos-
pital detoxification included a high risk of severe alcohol withdrawal,
comarbid medical complications (incduding prior episodes of severe
alcohol withdmwal or seizure history), an inability to take medications
omlly, and unsuccessful outpatient detoxification.

Excusion criteria induded the presence of autcimmune diseases,
acute comorbidites (ie., acute infection, sepss, and decompensated
liver dizease], or severe mental health comorbidities (ie., acute psy-
chods and decompensated bipolar disorder).

The study was approved by the Ethics Committes of the Hospital
Universitari Germans Trias i Pujol and Hospital Bellvitge (“Effect of
alcohol muake on intestnal permeshility, systemic inflommatdon and -
danive sress Longinadingl snedy of patients with aloohol wse disorder with or
withay co-ocoering wse of canmabis and/ or cocaine™, file numbers
PHED201 5027 and PR154/16, respectively). All of the patients pro-
vided written consent before entering the study. The methods that were
used to conduct the study complied with the ethical standards fior
medical research and principles of good dinical practce in accordance
with the World Medical Associations Dedaraton of Helsinki{World
Medical Association General Asembly, 2001)

2.3, Meaaremenis

Upan hospital admision, the AUD patients underwent a thorough
physical exam and interview about their history of aleohol consumption
(ie, type of alcohol, age at first alcohaol intake, age of onset of regular
alcohol comsumption, daily alcohol consumption before admission,
years of AUDY), and use of tobaceo and o ther drugs. The concomitant use
of cocaine and cannabis was assessed by urinalysis with qualitative
mass chromatogmphy (THC Flex Dimenszion; Siemens Healthcare
Diagnostics, Surrey, UK) performed during the first hours of hospital
admission (Fuster et al., 2017).

Om the second day of admdision, blood was drawm from the patents
to assess hematologic and biochemical parameters, including aspartate
aminotransferase (AST) and alanine aminotransferase (ALT). Markers
of monocyte activaton (i.e, sCD163 and aCD14) and systemic in-
flammation (ie, [L-6) were guantified in fromen plasma samples
CD163% and sCDM4 were gquantified using Quantkine enzyme-linked
immunosorbent assays (Bio-techne, Abingdon, UK) in accordance with
the manufacturer's specifications. For CD163, a 1:10 dilution was used.
For sCDM 4, a 1:200 dilution was used. A calibration curve was plotted
for both CDL63 and sCD14. IL-6 levels were analyzed wsing a
Cytometric Bead Array (Beckton Dickinson, Laagstraat, Belgium] in a
flow cytometer (B LSRFortessa). Plasma samples were undiluted, and
a top standard curve was ploted to caleulate [L-6 concentrations. The
lower limit of detection was (.03 pg/mL. For assays in which IL-6
concentrations were below the detection threshold, a value of 0.03 pg/
mLwas set for the analysis. The interassay and intraassay coefficients of
variation were = 10 % for all of the analyses. Additional information
about the admision protocol can be found esewhere (Garclia-Calvo
et al., 2020).
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24, Sraistcal analyss

Descriptive statistics are expressed as the median and interquartile
range (UQR) for quantitative variables and sbsolute frequencies and
percentages for qualitative variables. We performed logistic regression
to analyze cocaine and cannabis use as potential predictors of having
=001 63, sCD14, and IL-6 levels in the highest quartile. We then per-
formed multivariate logistic regresion analyses that were adjusted for
sex, age, and AST level.

We employed a different model for each marker (sCD163, aCD14,
and [L-6). The main outcome was the highest quartile of each marker.
The reference category was all other values of the specific marker. We
also performed an additonal analysis that also adjusted for aleohaol
intake before admission in grams per day. One-tailed values of p = (.05
were considered statistically significant. The statistical analyses were
performed using SPSS 15.0.1 software (SPSS, Chicago, IL, USA).

3. Resuliz

A total of 289 patents (77.5 % male) were included in the study
(median age = 50 years). Median aleohol intake upon admisson was
142 g/day. The median duration of AUD was 20 years Two hundred
twenty participants (76 %) were active smokers upon admisson. Sixty-
seven participants (23.1 %) concomitantly wsed cocaine, and &4 parti-
cipants (22.1 %) concomitantly used cannabis. Thirty-two participants
(11.1 %) concomitantly used both cocaine and cannabis. Fourteen
partcipants (4.9 %) concomitantly used opioids

Median levels of glucose, albumin, creatinine, AST, and ALT were
92 mg/dl, 40 mg/dl, 0.8 mgddl, 41 TU/L, and 29 U/L, respectively.
Median levels of hemoglobin, and mean corpuscular volume (MCV),
fibrinogen, and ferritin were 14.1 gL 94 8 fl, 341 mg/dl, and 177 ng/
ml, respectively. Median levels of markers of inflammation (IL-6] were
4537 pg/mL. Median levels of markers of monocyte activation (sCD163
and sCD14) were 750 ng/mL and 168 = 10° pg/ml, respectively.
When marker levels were divided into gquartiles, 98 patients had
sC01 63 values in the highest quartile, 73 patients had sCD14 valies in
the highest quartile, and 68 patients had IL-6 valies in the highest
quartile. Table 1 summarizes the main cinical and labomtory char-
acteristics of the study population

Table 2 sumarizes the mean vaues of the three markers stratifying
this case series of patients with AUD according to the concomitant use
of cocaine and /for canmabis.

In the univariate analysis, cocaine was associated with a lower odds
of having sCD163 plasma levek in the highest quartile (odds mtio [OR]
= (.48, 95 % confidence interval [CI] = (.26 =091, p = 0.02), but
not with having IL-6 or sCD14 levels in the highest quartile [OR (95 %
Cl=057 (028-1.16), p = 0.12 and 0.73 (QL.38-1.41), p=0.73; re-
spectively]. In addition, in the univariate analysis we did not detect
any association with cannabis use and having levels of [L-6, sCD163 ar
sCD14 in the highest quartile [OR (95 % Cl=0.89 (046-1.76), p =
0.75; 1.45 (0.81-257), p=020; and 0.BE (0.46-1.69), p=0.70; re-
spectively]. Furthermore, we did not find an asociation between can-
nabis and cocaine use and having any of the plasma markers in the
highest quartile [OR (95 % Cl=0.70 [D27-178), p = 0.45; 0.&7
(0.39-192), p = 0.74; and 0.51 (0.91-1.39], p = 0.19; respectively].

In the multvariate logisic regresson analysis that was adjusted for
gender, age, and AST levels; we did not detect associations bebween
cocaine use and levels of markers of inflammation or monocyte acti-
vation in the highest quartile. In the adjusted analysis, cannabis use was
asapciated with a higher odds of having sCD163 levels (ie., a marker of
manocyte activation) in the highest quartile (OR = 234, 95 % Cl =
LO7-5.15, p = 0.03). However, cannabis use was not asociated with
IL-6 or sCD14 levels in the highest quartile n.

No asociation was found between the concomitant use of cocaine
and having levels of markers of inflammation or monocyte activation in
the highest quartile. Fig. 1 presents the results of the multivariate
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Table 1
Chamcteristics of the study population of 289 patients with aleoha use dsorder
who wene admitted for detosdfication.

N = 289
n (%)

Men 4 775)

Age (years), median (1(#) 50 (435-57)

BML median (K3R) 546 (23 -23)

Aloethed and pubsiomes uee

Alcohol consumpdon (g/day), median (I0R) 142 {100 —220)
Iraration of A UD (years), median (I0R) 20 (10—28)
Active smokers 220 Fal)
Use of ather substances at admission

® Cocame &7 (231)

® Carmakhis 64 (221)

® Coraine and canmahis 32 (111}

® (piates 14 (490
Laboraiory poramsters
Ghooese (mg/dL), median (K3R) 2.0 (429 — 102.0)
Altsurmin {mg,dL), median (IQR) &0 (37— 428)
Creatinine (mg/dL), median (IQR) 078 (067 —O90)
AST (U/L), median JQR) 41 (245-775)
ALT {UsLY, median QR 2 (18—52)
Hemoglhbin (g4dL), median (IGR) 14.1 (128 - 153)
MOV (), median (IJR) 948 (9.0 —%0)
Fibrinogen (mg/dl.), median (K3R) 341 (276 —39)
Ferritin (ng/ml}, median (K}R) 177 (79— 377
HEV infection 31 {108y
HIV infertion 14 (490

Morkers of inflommation end moneryie activesion
- fpgAmL), median QQH) (n = Z73)
#2163 (ngmL), median (1R

#1314 {x 10° pg/ml. ), median (K}R)

437 (13-9.71)
T59 (434 —1000)
168 (133 —208)

TQE, interquartile range; BMI, body mas indeg ALL amlytical liver injury;
AST, aspartate amieranaerase; ALT, alanine sninotrms fermse,

Table 2

Levels of markers of inflammation and monocyte activation acconding to the
conoomitant use of cocaine and/or cannabis among patients with aloohol uge
disomder (AU

L4 (pgs SCD143 (ngs sCh14 {x 1
. mly” pEsmLy”
ALD 957165 7410245 176 (057}
ALD and cocaine e GAT(ILTS) 622 (281) 164 (0.45)
ALD and cammabis e 16.1{5.5) T2 (29 171 {054)
AL and coraine and 43 (15.9) 46 313) Las (084 )
cannahis nss

* Mean (Standard Deviation).

[ Cocalng 1 |—0—-—{

. :
IL-6" 1 Cannabis § +—8——
LCocaine + Cannabis § —#——————
. Cocaine  —e—

sCD163 4 Cannalis - . .

| Cocaine + Cannabis o 1—e

i Cocaine | ———

5014 4 Cannabis §  +——e———f
Cocaine 4 G —_——
- L T T L]
1] 1 2 3 4 -] [
OR [95%CI)

Fig. 1. Adjusted logistic regresion malysis of the asociation betwesn cocaine
and canmbis e ad marken of systemic inflammation and monocyte act-
vation

Adjumted for sex, age, and AST levels. Each row mpresents a different model.
*Highest quartile vs. all other values.

regression analyses.
An additonal analysis that was also adjusted for aleohol
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consum ption in grams per day yielded similar results.
4. Dizcusgion

In this caseseries of AUD patients who were admitted for detox-
ification, comcomitant cannabis use was associated with having sCD163
levels in the highest quartile, which is consistent with the increase in
maonocyte activation Despite that the mean IL-6 levels were higher in
those with cannabis and alcohol use compared to those who only used
aleohaol, cannabis was not asociated with [L-6 or 30014 levels in the
highest quartile in the adjusged regresdson analysis The association
between cannabis use and markers of monocyte actvation has been
seldom studied. In a recent study of HIV-infected methamphetamine
wsers, Vidot and colleagues reported that cannabis wsers had higher
levels of sCD14 than non-users (Vidot et al., 2019). These authors failed
to find an association between cannabis wse and CDL63 (Vidot et al,
2019). Interestingly, in the present study, we found an association be-
tween cannabis wse and sC0163 levels in the highest quartile but notan
associaton between cannabis use and sCD14 levels in the highest
quartile. Higher sCD163 levels in this case-series may reflect monocyte
activation that is mot only a reflection of LPS-mediated response, but
alsoa eflection of tssue damage due to aleohol and its metabalites and
of increased iron deposits, two features of importance in the patho-
genesis of alcohol-related liver disease (Seitz et al., 2018)

A recent Brazlian study of HIV-infected patients found that can-
nabis wse promoted an ant-inflammatory profile, whereas cocaine use
was sssociated with an increase in tumor necrosis factor a levels, and
patients who used both cannabis and cocaine presented a mixed profile
with a predominance of inflammatory cytokines (de O.F. Castro et al,
2019d). These disparate resulis between these two studies and our
present series of AUD patients who were admitted for detoxification
may be attributable to the characteristics of the study populations. For
example, all of the participants in the smdies by Vidot and Casgtm had
HIV infection, which is kmown to be associated with immune activation
(Hunt et al., 2014), (So-Armah et al., 2019). In additon, the substance
use pattemn was also different between the study participants; in the
Vidot study all participants were male methamphetamine users (Vidot
et al, 2019), while in the Cagm sudy 21 out of the 62 participants
used cannabiz 8 used cocaine and 13 used cannabiz and cocaine (de
0O.F. Castro et al, 2019d). Regarding the use of alcohol, which was
universal in this case series, it was not repored in the Castro study (de
(O.F. Castro et al., 2019d), while the meassure of alcohol use in the Vidot
study was ASI alcohaol severity score (Vidot etal., 2019), which was mot
associated with sCD14 or sCD1E3 levels,

Cannahis is the third most commaonly consumed drug in the waorld,
after alcohol and tobacco (Degenhardt et al, 2013). The prevalence of
cannabis consumption is increasing (Hadn etal., 2015). Cannabis use is
currently legal in several countries and states within the United States
(Wilkinzon et al., 2015), and its consumption will likely further increase
in the near future. Although cannabis-related medical problems are not
as extensive as those that are asociated with cocaine or heroin use
(Volkow et al., 2014), the findings of the present smudy suggest that
cannabis wse can be detrimental among patients who are admitted for
aleohaol detoxification. Addressing cannabis wse in patients with other
substance we disonders can be challenging because no pharmacological
treatments exist, and non-pharmacaological therapies have shown mixed
results in terms of decreasing cannabis use (Sherman and McHae-Clark,
2016).

To our knowledge, no previous shadies have investigated the addi-
tonal impact of cannabis use on immune activation and inflammation
in patients with unhealthy aleohol use. The present findings are im-
portant and may suggest that the concomitant use of cannabis in pa-
tents with AUD may confer a higher risk of mortality and other health-
related outcomes. High sCD163 levek meflect monocyte and Kuppfer
cell actvation and have been associated with liver fibrosis in patients
with viml hepatitis (Kazankov et al., 2014), HIV infection (Lidofdky
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et al, 2018), and non-alcoholic fatty liver disease (Kazankov et al,
2016). Additonally, high sCD163 levels have been associated with
greater mortality in HIV-infected patients (Hunt et al, 2014) and in
patents with aleoholic hepatitis (Sandahl et al., 2014). Patents with
AUD and high monocyte activation may require more intensive follow-
up, and abstinence from cannabiz use should be encouraged.

‘We did not detect an association between cocaine use and markers
of monocyte activation or inflammation in this series of patients In
fact, in the univariate analyds, cocaine use was sssociated with lower
odds of having sCD'1 63 levels in the highest quartie, an association that
was loat in the adjusted regression analysis. In fact, in this study we
aimed to assess the additional effect of cocaine and/ or cannabis use on
IL-6, sCD1635 and #0014 in a case sevies of patents with severe AUL. It
iz well established that AUD iz associated with increased inflammation
and monocyte activation, so participants in this case-series already
show competing risks for increased infllmmation and monocyte acti-
vation, such asa relatively high BML, elevated liver enzyme levels, and
a sizable proportion of HCV infection (Garcia-Calvo et al,, 2020
Hence, isolating the effect of concomitant cocaine we on inflammation
and monocyte activation can be challenging. Therefore, the deleterious
effect of cocaine use in patients with unhealthy alcohol use may be
attributable to other mechanisms apart from those that are implicated
in the pathogenesis of alcohol-related liver disease (Pennings et al,
200:2).

The present study has several limitations. First, the biomarkers were
measured at a single time point on the day after admission. Second, the
sample size was relatively modest, and we included patients with HCV
and HIV, two infections that are known to be associated with both in-
flammation and monocyte activation. Third, we included only patients
with the most severe forms of AUD (i.e., median alcohol intake of 142
g/day before admission). Therefore, our findings might not be gen-
eralizable to individuals with mider forms of unhealthy alcohol wse

The present study also has several strengths. Fird, we were able to
obtain a substantial amount of patient-level data. Second, we were able
to study a population of AUD patients who frequently concomditantly
used canmabiz and cocaine. Thind, cannabis and cocaine use was as-
sessed by urinalyss and medical interview upon admission. Therefore,
we are confident that we were able to accurmately identify AUD patients
who were exposed to cannabis and cocaine

In conchssion, we found that cannabis use in patients with AUD was
associated with an increase in one marker of monocyte activation
(=001 63), thus underscoring the risk that is conferred by other sub-
stances in patents who are admitted for aleohol detoxification.
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Abstract Background: The association between markers of inflammation (interleukin (IL}6 and
IL-10), monocyte activation (sCD163 and sC1014), and microbial translocation (lipopolysaccharide
(LPS) and LPS binding protein) and liver fibrosis in patients with alcohol use disorder (AUTY) and
no overt liver disease is not well established. Methods: We studied patients admitted for treatment

of AUD at two hospitals in Barcelona. Advanoced liver fibrosis (ALF) was defined as FIB-4 » 3.25.

Results: A total of 353 partidpants (76.3%: male) were included and 94 (26.5%) had ALE In adjusted
correlation analyses, sCIM63, sCD14, IL-6, [L-10, and LPS binding protein levels directly correlated

with FIB-4 values (adjusted correlation coeffidents 0.214, 0.45Z, 0.317, 0.204, and 0.171, respe ctively).

However, LPS levels were inversely associated with FIB-4 (—0.283). All plasma marker levels in the
highest quartile, except LPS, weme associated with ALF (sCD163, sCD14, IL-6, IL-10, and LPS binding
protein: adjusted odds ratio (aCK) 11.49 (95%, confidence interval 6.42-20.56), 1.87 (1.11-3.1&), 2.99
(L.79-5.01), 1.84 (1.11-3.18), and 2.13 (1.30-3.50), respectively). Conversely, LPS levels in the lowest
quartile were associated with ALF (aDR 258 (1.48—458), p = 0.01). Conclusion: In AUD patients,
plasma levels of the markers of inflammation, monocyte activation, and microbial translocation are
associated with ALF.

Keyw ords: aloohol use disorder; monocyte activation; inflammation; microbial translocation; liver fibrosis

L Introduction
Alcohol-related liver disease is the most frequent alcoholrelated chronic medical

problem and alcohol use is a major culprit of the global increase in liver-related deaths [1].

Alcohol use promotes microbial translocation due to changes in the microbiome and
increased intestinal permeabality, leading to systemic inflammation, monocyte activation,
and progression of liver disease [2]. However, only a few of those who drink heavily
eventually develop end-stage liver disease [3]. The early diagnosis of subjacent liver
disease in otherwise healthy patients with AUV is intriguing [4] and there 15 an interest in
obtaining markers to better stratify the risk of progressive liver injury among patients with
unhealthy alcohol use [5].

All of the aforementioned pathological features (intestinal permeability, microbial
translocation, systemic inflaimmation, and monocyte activation) have been thoroughly

[ Clin. Med. 2021, 10, 3496, hitps // doiorg/ 103390/ jem01 63406
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studied in patients with overt end-stage liver disease or severe alcoholic hepatitis [6-9],
but they have been far less frequently asseszed in patients with AUD without end-stage
liver disease admitted for hospital treatment of the disorder [10,11]

Systemnic inflammation can be measured via the plasma levels of interleukin (IL}-6
and IL-100 In addition, sCT¥4 and sCTM63 are markers of monocyte activation [2], with
sCD14 levels representing monocyte activation dependent on lipopolyzaccharide (LPS).
The binding of LIS to LIS binding protein (LBF) is a facilitator of the union of that complex
to 2CD14 and further activation of toll-like receptor 4 [2]. Increased levels of sCD163 ae
consistent with monocyte activation derived not only from the presence of LPS in peripheral
blood but also from the presence of other damage-associated molecular patterns (DAMPs)
that are produced by alcohol metabolism and increased iron deposition [11]. DAMPs
tragger sterike inflaimmation and the activation of monocyte tolllike receptors, which
subsequently activate quiescent stellate cells, leading to progressive liver fibrosis [12]. LPS
and LBT levels are markers of microbial translocation that have been thoroughly studied
in patients with cirrhosis of the liver [13] and in those with HIV infection with or without
HCV co-infection [14,15]. However, they have been less frequently measured in patients
admitbed for the treatment of AUD [9,15].

Liver fibrosis is the main predictor of the progression to cirthosiz of the liver in
patients with unhealthy alcohol use [17]. Despite liver biopsy being considered the gold
standard for the evaluation of liver fibrosis, it i an invasive and costly procedure [15] and
its performance is unlikely in patients with active alcohol or other drug use [19]. FIB4 is a
non-invasive index for estimating liver fibrosis that includes laboratory parameters that ane
usually monitoned in everyday clinical practice [20]. Tt is a useful index for estimating liver
fibrogis in patients with an alcohol or substance use disorder who rarely underngo a liver
biopay [19]. In addition to estimating the presence of liver fibrosis, FIB-4 also accurately
predicts mortality and other poor health outcomes in other subsets of patients, such as
incident heart failume [21].

The assocabon between markers of inflimmaton and non-invasive measures of
liver fibrosis has been previously studied [22], and markers of inflasmmation {e.g., 11-6)
can predict the presence of advanced liver fibrosis (ALF) in HIV-infected patients [23]
However, whether markers of monocyte activation, intestinal permeability, and microbial
translocation are associated with FIB4 values consistent with ALF in patients with an AUD
and no apparent end-stage liver disease remains to be elucidated.

We hypothesized that plagma kevels of markers of monocyte activation (#CD163 and
sCD14), inflammation (IL-6 and [0, and microbial translocation (lipopolysaccharide (LPS)
and LI'S binding protein (LBEP)) are associated with FIBA levels in patients with AUD
without overt end-stage liver disease admitted to hospital for the treatment of the disorder.

2L Materials and Methods
2.1. Participaris

We included patients admitted for hospital alcohol detoxification at two tertiary
teaching hospitals in Barcelona, Spain (Hospital Universitari Germans Trias i Pujol and
Hospital Universitari de Bellvitge) between 2013 and 2019.

Patients were referred for hogpital detoxification if they were deemed ineligible for
ambulatory detoxification by addiction physicians. The main reasons for meferring pa-
tients included a high rizk of severe alcohol withdrawal, the presence of severe medical
co-morbidities, and poor adherence to outpatient treatment and/or unsuccessful out-
patient detoxification. Patients were excluded from the present study if they harbored
autoimmune diseases, acute and decompensated medical co-morbidities, or severe mental
health problems.

This study was approved by the Ethics Committee of both participant hospitals. Writ-
trn consent was provided by all patients before study entry and participation. This study
was conducted with compliance with ethical standards as well as the principles of good
clinical practice defined by the World Medical Association”s Declaration of Helsinki [24].
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2.2, Measuremernts

On the day of admission, all participants underwent a thorough physical examination
and an interview negarding their history of alcohol consumption as well as their use of
tobacco and other drugs. On the following day, blood was drawn to assess hematological
and biochemical parameters and HCV infection. Additional information regarding the
admission protocol and the methods for the detection of HOV infection as well as the
mieasure of sCIN63, sCD14, and I1-6 has been previously published [11,19,25].

Of note, the uppier limit of detection for sCD163 was 1000 ng,/mL and, for all assays
above that threshold, a value of 1000 ng/m was set for the statistical analysis. 1L-10
was determined by the same method as IL-6 [11] and the lower limit of detection was
0.02 pg/mL. For assays with an IL-10 concentration below the detection threshold, a value
of 0.02 pg/ mL was set for the analysis.

Flasma concentrations of LPS and LBP were determined by enzyvme-linked im-
munosorbent assays. Each sample was diluted 10, Plasma concentrations of LPS and
LEF were measured in duplicate using the LPS ELISA kit (abx517692, Cambridge, UK)
and the LBP ELISA kit (abx575210, Abbexa, Cambridge, UK), respectively. All assays were
performed according to the manufacturer’s instructions. The inter-assay and intra-assay
coefficients of varation wene <10% for all analyses,

Liver fibrosis was assessed by the FIB-4 index [20]: age = AST (U/L)/platelet count
(10°/L) x ALT (U/L)/% ALF was defined as FIB-4 > 3.25.

2.3. Statistical Analysis

Drescriptive statistics were expressed as the median and interquartile range (IQR) for
quantitative variables, or as absolute frequencies and percentages for qualitative variables.
We performed the chi-squared test to explone significant differences in qualitative variables
and the i-test for the mean differences in quantitative variables between participants that
had ALF measured with FIB-4 and those who did not.

We performed an unadjusted cornelation analysis between plasma marker levels and
FIB4 values as a continuous variable, In addition, we performed an adjusted correlation
analysis where all cormlations were adjusted for sex, alcohol intake, and the presence of
HCV infection. We also performed logistic regression analyses to detect the association
between plasma marker levels in the highest quartile and the presence of ALF measured
with FIB-4. Finally, we performed a logistic regression analysis to detect the association
between LPS levels in the lowest quartile and the presence of ALE. All logistic regression
analyses wene adjusted for sex, alcohol intake, and the presence HOV infection. The test
results were considered significant if the resulting one-tailed p-value was < 0.05. Statistical
analyses wene performed using SPSS softwane version 15.0.1 {SPSS, C'l"li-:agq IL, USA).

3. Results

A total of 353 participants were included in the present study. Table 1 includes the
baseline clinical characteristics and the median values for several laboratory parameters
as well as for markers of monocyte activation (sC1163, sCD14), inflammation {IL-6 and
1L-10}, and microbial translocation (LIPS and LBP).

Participants with ALF had a higher alcohol intake at admission (186 vs. 161 g/ day,
p < 0.05), a higher duration of AUD (228 vs. 17.5 years, p < 0.01), and a higher prevalence
of HCV infecton (23.6 vs. 9.3%, p < 0.01). As seen in Table 2, patients with ALF had
higher mean sCI63 (944 vs. 638 ng/ml, p < 0.01), sC014 (1.9 > 10° vs. 17 » 10° pe/ mL,
p < 0.01), LBP (55vs. 35.4 pg/mL, p = 0.04), [L-6 (16.9 vs. 5.9 pg/mL, p = 0.04), and IL-10
(2.5 vs. 14 pg/mlL, p < 0.01) levels and lower mean LPS values (1272 vs. 1975 pg/ml,
p=0.02).
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Table 1. Characteristics of the patients with alcohol use disorder admitted for hospital treatment.

Characte ristic

=353

WMen

1 (F6T)

Agge (years)

S0{43-57)

BMI (kg m*)

156 (22617

Adeohol consumption (g, day)

140 {100-224)

Duration of AU (vears)

20 (10-25)

HCV infection

4 (125)

L P {img /f dL)

92 (84.3-102.8)

Bilirubin (mg/dL)

DLET (0.47-1.11)

AST (U/L)

3 (2B3-73)

ALT (/L) 24 (18-30)
GGT (UL 93 (3T-IBK.5)
79 (59-106.5)

Alkaline phosphatase (LI/L)

Creatinine (mg/dL)

(.77 ((LES-0LBG)

C-peactive protein (mg’ L)

Leukeoyvte count {10° /L)

Momooyks count (107 /1)

Hemoplobin {&/dL)

14 (127-15.3)

Me dian corpuscalar voluwme ()

947 (.99

Platebot count {107 /1)

191 {137243)

Fibrinogen (myg/ dL)

320 (269-388)

Ergthrooy e sedimentation rate {mm)

12 (5-27)

Ferritin (ng,/mL)

185.75 (B1.25-384.83)

FIB-4

192 (Li7-3.69)

Advanced liver fibrosis (FIB-4 = 325)

W (27.4)

SZI1A3 (ngy ml)

TEE (476 1000y

sCV4 (1P pg /o)

LE5(L28-1.97)

IL-& (pgfmL)

3.31 (0LE7-8.16)

IL-10 {pg mL)

(LE3 ((L0Z-2.30)

LPS (pirfml)

1075 (410-2282)

LEF {pg/mL)

20 (10 5-44.8)

Valoes are given asn (%) or median (IR HCV: hepatites T virus; [P Gpopoly saccharide; LTEF: Lipopolysaccha-

ride binding protein.

Table 2 Mean plasma marker values stratified by the presence of advanced liver fibrosis.

Mo ALF ALF p-Value
sCIM63 (ng/ml) 638 (256) 44 (130) =01
sCI4 (x10° pg/mL) 1.7(0.5) 1.9(0.5) <0.01
[L-& (pg/mL) 59(139) 16.9 (48.0) 0.04
IL-10 (pg/mL) 1432 2.5(3.3) <0.01
LPS (pg/mL) 1975 (2217) 1272 (2071) 0.0z
LBP (pg/mL}) 35.4 (46.0) 55 (71.3) =0.01

LPS: lipopolysaccharide; LBP: lipopolysaccharide binding protein; ALF: adv anced liver fibrosis.

In addition, we performed correlation analyses between the different marker levels
and FIB-4 levels as a continuous variable. The unadjusted cormelation plots ane seen in

Figure 1.
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Figure 1. Unadjusted comelation plots between the different markers and FIB-4 levels: (1A) sCIM63; (1B) sCIM4; (10) [1-6;
(1D 1L-10; (1E) LPS; and (1F) LEP

Table 3 includes the results of the correlation analyses adjusted by sex, alcohol intake
before admission, and the presence of HCV infecion. As seen in Table 3, the levels
of sCIN63, sCON4, 1L-6, 1L-10, and LBP directly correlated with FIB-4 values (adjusted
correlation coefficients 0.214, 0.452, 0.317, 0.204, and 0.171, respectively) whereas LPS kevels
wiene inversely associated with FIB-4 values (adjusted correlation coeffickent —0.283).

Table 3. Adjusted correlations between plasma marker kevels and FIB-4 values.

Adjusted Correlation Coefficient * p-Value
sCD163 n214 =0.01
sC14 0452 <0.01
IL-& 0317 =0.01
IL-10 204 <0.01
LPs —0.283 =00
LEP 0171 =0.01

& Adjusted for sex, alcohol intake (g/day), and HCV infection. LBE: lipopelysaccharide binding protein. Each
roww pepresents a diffe rent model.

Finally, we performed adjusted logistic regression analyses bo assess the association
bebtween plasma marker kevels in the highust quartike and the presenoe of ALE All analyses
wiere adjusted by sex, alcohol consumption, and the presence of HOV infection. As seenin
Table 4, plasma levels of all markers, except LPS, in the highest quartile were significantly
associated with the presence of ALF with an adjusted odds ratio ranging from 1.84 for
IL-10 to 11.49 for sCD163. Conversely, LPS levels in the lowest quartile wene significantly
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associated with the presence of ALF (adjusted odds ratio 2.58 (95% confidence interval:
L48-4.58), p = 0.01).

Table 4. Logistic regression for the association between marker levels in the highest quartile and
advanced liver fibrosis.

Adjusted Odds Ratio (95% Confidence Interval) * p-Value
sC63 11.49 (6.42-20.56) = (.01
sCD14 1.87 (1.11-3.18) 002

L& 299 (179-5.01) =0.01
[L-10 1.84(1.11-3.18) o.02
LPS 1.09 (0.66-179) 074
LBP 213 (1.30-3.50) =0.01

The highest quartile was comparsd with all other values. Each now mepresents a difiersnt model. * Adjusted for
sex, alcohol intake, and HCV indection.

4. Discussion

In this series of AUD patients with no decompensated liver disease admitted for
hospital treatment of the disorder, plasma marker levels consistent with increased monocyte
activation and increased syste mic inflammation were associated with the presence of ALE,
as were higher LBP levels.

In particular, kevels of IL-6, I1-10, sCD14, =CD163, and LB in the highest guartile
and levels of LPS in the lowest quartile were associated with ALF measured with FIB-4.
The same associations were found when marker levels wene correlated with FIB-4 as
a conbnuous variable; 1L-10, sCD14, «CD163, and LBP kevels directly cornelated with
FIB-4 values whereas the LPS levels negatively correlated with FIB-4. All analyses that
detected these associations we e adjusted by sex, amount of alcohol consumption befone
admission, and the presence of HCV infection. Notably, in this study population, patients
with ALF had a greater alcohol consumption before admission and a higher prevalence of
HCV mnfection.

As mentioned previously, LPS levels negatively correlated with FIB-4 values and
LPS kevels in the lowest quartile wen associated with high-_'r odds of ALF These findings
suggest that higher levels of LPS may be indicative of microbial translocation occurring in
an earlier 'Phﬂzit' of the PﬂﬂIUHI-_'I"E sis of alcohol-related liver disease when patients have
not yet developed significant liver fibrosis, Monocyte activation, inflammation, and higher
levels of LBF would be more prominent Patl‘u_mlugica] features in later stages of the disease,
which is why all those markers were associated with higher FIB-4 values and with higher
odds of FIBA4 values suggestive of the presence of ALE

The association between IL-6 levels and ALF has been previously described in a
cohort of HIV-infected patients with unhealthy alcohol use [23] and in other cohorts of
HIV-infected patients [26]. However, prior studies failed to detect an association between
IL-10 levels and non-invasive markers of liver fibrosis [23]. The association between
inflammatory markers and liver fibrosis is of interest as both higher I1-6 levels and FIB-4
values consistent with ALF have been associated with higher mortality and other health
outcomes in different settings [27-29].

Other authors have shown that markers of monoecyte activation, espedally sCI4,
have also been associated with mortality and other health complications [30,31]. Ina
study performed on HIV-infected patients, Sandler and colleagues showed that sCD14
levels correlated with AST and ferritin levels, which the authors found to be suggestive of
liver inflammation [22]. In that same study, sCD4 kevels correlated with gamma-glutamy]
transpeptidase, alkaline ]:I]'u.:b‘FlhataSE_, and a]pha—ﬁztupmluin, which the authors found to be
suggestive of liver fibrosis [32]. Ina prior study by our group, sCD14 kevels in the higher
quartile were associated with AST levels whereas sCID63 values in the highest quartile
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wene associated with AST and bilirubin levels and the presence of HOV infection, which
suggests the presence of underlying a liver injury [11]. We an: not aware of another study
that has studied the association of plasma markers of monocyte achivation and ntestinal
permeability and ALF in patients with AUD.

LPS kevels have been studied in patients with AUD and seem to decrease with aleohol
abstinence [9,33]. LEP levels are associated with mortality in patients with decompensated
cirrhosis [34] and appear to decrease with the use of beta-blockers in patients with portal
hypertension [13] but the levels in patients with AUD without overt liver disease have
not received much attention in the literature. Our findings support the use of LEP as a
surrogate marker of microbial translocation in patients with AUD. In addition, no other
studies have evaluated the association between LPS and LBP kevels and ALE

Importantly, our findings underscore that monocyte activation, systemic inflammation,
and microbial translocation are present in patients with AUD but without end-stage liver
disease and admitted for hospital treatment, and that these levels ane associated with
FIB-4 values and the presence of ALF assessed with noneinvasive measures. Patients with
FIB4 values suggestive of ALF should be prioritized to receive more intensive forms of
follow-up treatment to secure alcohol abstinence. Abstinence from alcohol is associated
with increased survival even in patients who already present with advanced forms of
aleohol-related liver disease [3].

This study has a few limitations to be noted. First, plasma markers wen assessed on
the second day of hospital admission and their levels may be modified by alcohol absti-
nence. A sequential measurement of these markers during hospital alcohol detoxification is
a potential future line of inquiry. Second, we included patients with the most severe forms
of AUD (ie, a 20-year history of the disorder and a median daily alcohol intake upon
admission of 140 g/ day) and our findings may not be extrapolated to patients with milder
forms of unhealthy alcohol use as seen in primary care or hepatology clinics. Third, we es-
timated liver fibrosis with FIB-4, which has not been validated against the gold standard of
liver biopsy for alcohol-related liver disease [35]. Despite that few authors have expressed
concerns about the accuracy of FIB-4 [36], the European Association for the Study of the
Liver has recently Fublishsri an updated version of their guideline for the non-invasive
diagnosis of a liver injury and recommends the use of FIB-4 as a first-line method for detect-
ing patients with high probability of presenting significant liver disease [37]. The present
study adds to the literature that categorizes FIB-4 as a reliable tool for estimating liver
fibrosis in patients in whom the performance of a liver biopsy is unlikely [35]. In addition,
FIB-4 includes variables that are routinely assessed in the everyday came of subjects with
liver disease and is an ideal method of estimating liver fibrosis in resource-limited settings
where the use of transient elastography is prohibitive. In addition to being a reliable
predictor of mortality [29], FIB-4 values ane associated with important disease correlates in
this case series of patients with an AUD admitted for hoepital treatment for the disorder.

In summary, the present study shows that higher levels of markers of inflammation,
monodybe ackvation, and LBP and lower kevels of LPS ame associated with FIB-4 values as
well as with ALF in patients admitted for the treatment of AUD.
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