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Introduccion

La enfermedad por higado graso asociado a disfuncion metabolica (MAFLD) es la hepatopatia mas frecuente a
nivel mundial con una prevalencia global reportada del 24.2%. Se define como ocupacién de >5% de la totalidad
del higado por triglicéridos asociado a sobrepeso/obesidad, diabetes mellitus y/o sindrome metabolico. Esta

patologia puede coexistir con consumo significativo de alcohol, condiciones que no son mutuamente excluyentes

(1.2). De igual manera se ha incrementado la identificacion de higado graso no alcohdlico en sujetos sin obesidad

0 sindrome metabdlico con una prevalencia del 25 al 50% en regiones como México (3)

El espectro de esta patologia incluye a) esteatosis hepatica simple caracterizada por infiltracion de grasa, sin
inflamacion, balonizacién de hepatocitos o fibrosis (90-95% de los casos), que en el 5-10% de los casos puede
progresar a b) esteatohepatitis caracterizada por infiltrado inflamatorio mononuclear, balonizacién de hepatocitos
con ¢ sin fibrosis, la cual a su vez tiene el potencial de progresar en el 30% de los casos a c) cirrosis con fibrosis

avanzada y nédulos de regeneracion en la totalidad de la arquitectura hepatica . (4)

La fisiopatologia es multifactorial y se ha implicado la susceptibilidad genética (polimorfismos en el gen PNPLA3),
factores epigenéticos, resistencia a la insulina, lipogénesis intrahepatica, lipoperoxidacion, inflamacion hepatica y
sistémica, asi como alteraciones del eje higado-microbiota intestinal (5). El curso clinico es heterogéneo y se ha
observado que no todos los que la padecen progresan hacia cirrosis o hepatocarcinoma. Esto ha planteado la
hipotesis de los multiples golpes que indica que la progresion esta determinada por la convergencia multiples
mecanismos de dafio que contribuyen de forma simultanea al avance a través de las diferentes etapas de la
enfermedad. El estudio de estos mecanismos es de sumo interés por representar un potencial blanco terapéutico
por lo que dilucidarlos permitiria disminuir el impacto en salud publica. (4) La muerte celular es un fenémeno
presente desde las etapas tempranas de esta enfermedad y representa un mecanismo de dafio tisular hepatico,
en donde se han reportado diferentes tipos de muerte celular, incluyendo apoptosis, piroptosis, necroptosis y

autofagia (6), (figura 1).
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Figura 1. Fisiopatologia de MAFLD. Factores genéticos, celulares y ambientales asociados al desarrollo de la

enfermedad y porcentajes de progresion entre los diferentes estadios.(7)

Mas recientemente la ferroptosis un mecanismo de muerte celular no apoptético mediado por hierro, descrito por
Dixon en 2012 en neoplasias incluyendo carcinoma hepatocelular, se ha descrito como el primer evento que
desencadena esteatohepatitis y que precede otros tipos de muerte celular como la apoptosis y necrosis, en
MAFLD. (8) Este tipo de muerte celular posee caracteristicas morfolégicas y bioquimicas distintivas (tabla 1). En
analisis celular microestructural se observan mitocondrias pequefias con densidades condensadas, reduccién o

desaparicion de las crestas mitocondriales y la ruptura de la membrana mitocondrial externa, a diferencia de lo

que ocurre en apoptosis (tipo de muerte celular descrito inicialmente en higado graso), las células ferroptéticas no



muestran contraccion celular, condensacion de la cromatina, formacion de cuerpos apoptéticos o desintegracion

del citoesqueleto. En relacion a las caracteristicas bioquimicas la sobrecarga de hierro celular tiene un efecto pro-
oxidante produciendo mediante la reaccién de Fenton (Fe?* + H202 = Fe*'+ OH" + OH") un exceso de especies

reactivas de oxigeno que conllevan a peroxidacion lipidica (oxidacion de acidos grasos poliinsaturados libres y de
la bicapa fosfolipidica) formando lipidos hidroperéxidos (R-OOH) ; asi mismo existe perdida de la funcion de los
mecanismos antioxidantes observandose inhibicién del sistema Xc (proteina transmembrana anti porte) que se
encarga del intercambio de cistina extracelular (aminoécido requerido para la sintesis de glutation) con glutamato
intracelular a través de la membrana plasmatica, con la consecuente deplecion de glutation que es el principal
sustrato de la enzima glutation peroxidasa 4 (GPX4) que es la responsable de convertir los lipidos hidroperéxidos
a alcoholes lipidicos (R-OH). Por otro lado, la acil-coenzima A sintetasa 4 (ACSL4) localizada en la membrana
mitocondrial externa, forma, a partir de acidos grasos poliinsaturados libres, esteres grasos de acil-coenzima A,
que son sustratos de la lisofosfatidilcolina aciltransferasa 3 (LPCAT 3) y de la lipoxigenasa de acido araquidonico
(ALOX) dando lugar a acidos grasos poliinsaturados que contienen fosfatidiletanolaminas que, por su geometria
molecular, son mas susceptibles a la lipoperoxidacion por las especies reactivas de oxigeno, promoviendo el dafio
y muerte celular. Por lo previamente comentado se considera que la deplecion del glutation y la presencia de

enzima ACSL4 constituyen firmas moleculares de ferroptosis (9-11) (figura 2).

Tipo de muerte celular Caracteristicas morfologicas Caracteristicas bioquimicas

Ferroptosis -Mitocondrias pequefas -Sobrecarga de hierro hepatica
-Reduccién de crestas mitocondriales -Aumento de radicales libres de oxigeno
-Ruptura de membrana mitocondrial -Inhibicién de sistema Xc (U entrada de
externa cistina)
-Tamaiio nuclear normal, sin condensacion -Deplecion de glutation
de cromatina, sin ruptura de membrana -Liberacién de mediadores de acido

~ plasmatica araquidénico

Apoptosis -Formacion de burbujas de membrana plas-

matica

-Reduccion de volumen celular y nuclear  -Activacion de caspasas

-Fragmentacién nuclear y condensacion de  -Fragmentacion de ADN oligonucleosomal

cromatina -Exposicion de fosfatidilserina
-Formacién de cuerpos apoptéticos
-Sin cambios en estructura mitocondrial

Necroptosis -Ruptura de membrana plasmatica -Disminucion de niveles de ATP
' -Edema citoplasmico -Liberacién de patrones moleculares
-Condensacién de cromatina asociados a dafo
-Derrame de componentes celulares en -Hiperactivacion de Poli (ADP ribosa) poli-
microambiente pericelular merasa 1



Autofagia -Sin cambios en membrana plasmatica

-Acumulacion de vaquolas autofagicas -Conversién de la proteina de cadena ligera
-Falta de condensacién de cromatina 3 asociada a microttbulo 1 (LC3-1) a LC3-I
-Formacion de autolisosomas de doble -Degradacion de sustrato

membrana, incluye macro y micro autofagia
Tabla 1. C Y autofagia mediada por chaperonas
. Caracteristicas morfoldgicas y bioquimicas distintivas de los di tipos d rte celular descritos
en MAFLD. (10) 9 y:ied os diferentes tipos de muerte ce!
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Figura 2. Mecanismo de muerte celular en ferroptosis. En el lado derecho de la imagen se observa como la
inhibicion del sistema X<y de la enzima glutation peroxidasa 4 (GPX4) ocasiona una falla en los mecanismos
antioxidantes. En el lado izquierdo de la imagen se observa como la sobrecarga de hierro a través de la reaccion
de Fenton y la accién de la acil-conezima A sintetasa (ACSLA4), lisofosfatidilcolina acil-transferasa 3 (LPCAT3) y
de las lipooxigenasas de acido araquidonico (ALOXs) sobre los acidos grasos polinsaturados (PUFAs) de la
membrana lipidica producen especies reactivas de oxigeno (ROS). En el centro de la imagen se observa como la
sobrecarga de ROS produce lipoperoxidacion de la bicapa lipidica llevando a la muerte celular por ferroptosis. y-
GCS: gamma glutamilcisteina sintetasa. GSH: glutation reducido. GS-SG: glutatiéon oxidado. IREB2: proteina

reguladora de elementos de respuesta a hierro. (11)




En estudios preclinicos y clinicos se ha demostrado la asociacion entre la sobrecarga de hierro plasmatico y
hepatico con alteraciones en el metabolismo de la glucosa consecuencia de la resistencia la insulina, la presencia
de higado graso y dafio hepatocelular lo que se ha denominado Sindrome de sobrecarga de hierro dismetabdlico

(DIOS, por sus siglas en ingles).

A nivel preclinico un estudio en modelos murinos genéticamente obesos con deficiencias del receptor de leptina
(hormona encargada de la sensacién de saciedad a nivel central), compar6 desenlaces a 8 semanas, de ratones
a quienes se les administro una dieta rica en hierro (20,000 partes por millon) con controles con dieta chow (280
partes por millon de hierro), encontrando que aquellos con dieta rica en hierro presentaron mayores
concentraciones de glucosa plasmatica, alanino-aminotransferasas (ALT), hepcidina y ferritina séricas, hierro
hepatico asociado a estrés oxidativo (1! malondialdehido hepatico), inflamacion sistémica (1t IL-6, TNF-a séricos),
deposito de triglicéridos hepaticos y balonizacion de hepatocitos como indicador de esteatohepatitis,
demostrandose el efecto del hierro en el metabolismo de la glucosa, la inflamacion sistémica y el dafo
hepatocelular asociado a estrés oxidativo(12). Otro estudio en ratones genéticamente obesos con deficiencia del
receptor de leptina e higado graso compard la administracion de deferoxamina (quelante de hierro) intraperitoneal
contra controles a quienes se les administré solucion salina intraperitoneal, en ambos casos por 15 dias,
observando que aquellos que recibieron el quelante de hierro presentaron menores concentraciones de

triglicéridos hepaticos, hierro hepatico y de especies reactivas de oxigeno. (13)

A nivel clinico un estudio en sujetos sin diabetes mellitus tipo 2 (DM2) o metabolismo de glucosa alterado (MGA)
reporté una asociacion positiva entre los niveles séricos de ferritina con MGA (OR por cada 100 pg/L: 1.11 [1.02-
1.23]), desarrollo de DM2 (OR por cada 100 pg/L: 1.2 [1.06-1.36]) y sindrome metabdlico ( OR por cada 100 pg/L:
1.11 [IC 95%: 1.02-1.20]) y con desarrollo de esteatosis hepatica entre los sujetos con MGA (OR: 1.92 [ IC 95%:
1.38-2.66]), DM2 (OR: 2.42 [IC 95%: 1.13-5.19]) y sindrome metabdlico (OR: 4.04 [IC 95%: 2.93-5.57]). (14)

Una revision sistematica y meta analisis evalué el efecto de flebotomias (extraccion de 250-350 ml de sangre cada
1-3 semanas) en pacientes con higado graso no alcohélico, con el objetivo de disminuir la concentraciones de
ferritina sérica (< 30-80 ng/ml) observando que en comparacion con controles, la flebotomia se asocié a

disminucion en niveles séricos de ALT (diferencia de promedio agrupada [DPA]: 10.05 [IC 95%: 7.19-12.92], 1%



34%), triglicer
o), triglicéridos (DPA: 9.89 [IC 95%: 4.96-14.83]), I: 22%) e incremento de los niveles de colesterol de alta

densidad (DPA: 3.48 [IC 95%: 2.03-4.92], I2: 18%. (15)

Por tltimo, se ha demostrado el potencial terapéutico de este mecanismo de dafo, a nivel preclinico un estudio en
modelos murinos con knockout bialélico para el gen GPX4, demostro que los ratones morian al poco tiempo de
nacer asociandose a degeneracion hepatica avanzada consecuencia de ferroptosis y daio por lipoperoxidacion,
sin embargo, aquellos que nacian de madres alimentadas con dietas enriquecidas en vitamina E estaban
protegidos de este dafio y este efecto era reversible, ya que los ratones morian a las 4 semanas de nacer (16).
Este hallazgo resulta sumamente interesante ya que la vitamina E, es de los pocos tratamientos recomendados
en la actualidad por las guias de manejo de esteatohepatitis no alcohélica y que ha demostrado ser eficaz en
disminuir niveles séricos de aminotransferasas, esteatosis, balonizacion e inflamacion lobular hepatica. (17) Ejerce
su mecanismo de accion en su forma activa de alfa tocoferol, al poseer un efecto antioxidante inherente mediante
la donacion de iones de hidrégeno a los lipoperoxidos, eliminandolos, asi como mediante su accién como coenzima

de la superoxido dismutasa y la glutation peroxidadasa, incrementando la actividad de estas, con lo que permite

la eliminacién de las especies reactivas de oxigeno. (18)

En el ambito clinico la ferroptosis representa hoy en dia es una diana terapéutica, en donde inducir su desarrollo

resulta beneficioso en patologias como la artritis reumatoide en donde la sulfasalazina induce ferroptosis al inhibir

el sistema Xc, la erastina y el sorafenib inducen ferroptosis para tratamiento de cancer renal, carcinoma

hepatocelular y carcinoma tiroideo (19). Por otro lado, inhibir la ferroptosis mediante el uso de o tocoferol,

ferrostatinas y liproxstatinas, es el objetivo terapéutico deseado en enfermedades como MAFLD.

Con lo anterior, resulta importante determinar, si en humanos, la ferroptosis es un mecanismo de dafio en las

diferentes etapas de la MAFLD, en donde su presencia en estadios tempranos como factor determinante de la
progresion y

progresion a esteatohepatitis tendria el potencial de ser una diana terapéutica que prevenga la

morbimortalidad asociada a esta patologia, cada vez mas frecuente a nivel mundial.



Material y métodos

Disenrio del estudio

Estudio con disefio observacional, transversal y analitico llevado a cabo de acuerdo con la declaracion de Helsinki
Y aprobacion por los comités de investigacion y ética en investigacion, del periodo de junio 2021 a junio de 2022, en

el Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricién Salvador Zubiran.

Criterios de inclusién
Se incluyeron sujetos > a 18 afios de cualquier genero, con previo consentimiento informado, a los que se les realizo

biopsia hepatica estableciendo los siguientes 4 grupos del espectro del MAFLD de acuerdo con los criterios

histopatologicos:
-Grupo A: controles sanos, metabolicamente sanos, en donde la biopsia hepatica mostré <5% de infiltracion grasa.

-Grupo B: pacientes con MAFLD (esteatosis simple) con evidencia de higado graso por métodos no invasivos

(ultrasonido o elastografia de transicion), sin elevacion de transaminasas y con biopsia hepatica con infiltrado de

grasa >5% sin evidencia de inflamacion, balonizacion o fibrosis.

-Grupo C: pacientes con NASH con evidencia de higado graso por métodos no invasivos (ultrasonido o elastografia

de transicion), con elevacion de transaminasas, y con biopsia mostrando un infiltrado de grasa >5% y evidencia de

inflamacion, balonizacion y fibrosis, sin nédulos de regeneracion.

-Grupo D: pacientes con diagnostico de cirrosis por NASH, demostrando en la biopsia hepatica fibrosis avanzada y

nodulos de regeneracion (Cirrosis).

Criterios de exclusion

Se excluyeron pacientes con hepatopatia crénica por otras etiologias dentro de las que se encontraron consumo

significativo de alcohol (consumo de > 21 bebidas por semana en hombres y >14 bebidas por semana en mujeres),



virus de hepatitis, causas autoinmunes o del metabolismo del hierro. Pacientes con consumo de medicamentos
asociados a esteatosis hepatica como metotrexato, valproato, amiodarona, esteroides.
Malignidad de cualquier tipo en los ultimos 5 afios alteraciones cardiopulmonares graves, infeccién por virus de 1a

inmunodeficiencia humana y pacientes embarazadas.

Variables estudiadas y formas de medicion

Demogrificas: Informacion obtenida mediante interrogatorio y revision de expediente clinico que incluyé sexo, edad,
indice de masa corporal (IMC) para clasificacién de grado de obesidad y otras comorbilidades.

Biogquimicas: biometria hematica, quimica sanguinea electrolitos séricos, quimica hepatica, perfil de hierro,
marcadores de inflamacion, perfil de lipidos, hemoglobina glucosilada. Las determinaciones de estos parametros se
realizaron de acuerdo con los estandares de calidad de nuestro laboratorio central (College of American Pathologists

(CAP's) Laboratory Accreditation).

Imagenolégicas:

Ultrasonido: realizado por ultrasonografistas con experiencia en valoracién hepética, se establecio el grado de
esteatosis como 0: normal, 1: leve con incremento ligero y difuso de la ecogenicidad hepatica con visualizacién
normal del diafragma y de la pared de la vena porta, 2: moderado con incremento de la ecogenicidad hepatica con
apariencia ligeramente deteriorada del diafragma y pared de vena porta y 3: grave pobre visualizacion de pared de

vena porta, diafragma y parte posterior de l6bulo hepatico derecho (20)

Elastografia transitoria: Se utilizaron los criterios de Boursier para valorar la fiabilidad del estudio, tomando 10
mediciones validas, con tasa de éxito > 60% y clasificando la fiabilidad del estudio como “muy fiable” cuando el
cociente de rango intercuartilar sobre mediana (IQR/M) fue menor a 10%, “fiable” cuando el IQR/M se encontré entre
el 10-30% y “poco fiable” cuando era >30% tomando en cuenta Unicamente estudios clasificados como fiables o
muy fiables (21). Se utilizé sonda M o XL segun indicaciones del equipo. Se valoré grado de esteatosis mediante el

uso del parametro de atenuacion controlada (CAP) expresado en decibelios sobre metro (dB/m) y clasificando de
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acuerdo al porcentaje de hepatocitos infiltrados por grasa como en S0 (<232 dB/m) cuando era <5%, S1 (232-256
dB/m) cuando era 5-32%, S2 (257-290 dB/m) cuando era 33-65% y S3 (290-326 dB/m) cuando era >66%. Asi mismo
se valoré el grado de fibrosis empleando los puntos de corte de 8.2 kilo Pascales (kPa) para F2, 9.7 kPa para F3y

13.6 kPa para F4 (22)

Histopatolégicas: valoradas por un mismo médico experto en patologia gastrointestinal.

Puntaje de esteatosis: escala ordinal semicuantitativa mediante tincién de hematoxilina y eosina (H&E)

valora en escala ordinal semicuantitativa del grado 0-3 (23).

indice de actividad histolégica de esteatohepatitis: escala ordinal semicuantitativa que, mediante tincién
de H&E, permite puntuar el porcentaje de esteatosis (0-3 puntos), la degeneracion balonizante del
hepatocito (0-2 puntos), inflamacion lobular (0-3 puntos) pudiendo obtenerse un total de 0-8 puntos,
requiriéndose un valor de 1 punto o mas en cada uno de los rubros para el diagnéstico de NASH (24)

Escala de fibrosis: valorada mediante tincion de Masson asignando valores del 0-4 donde O: sin fibrosis,

1: fibrosis perisinusoidal o periportal, 2: fibrosis perisinusoidal y periportal, 3: fibrosis en puente y 4: cirrosis

(24).

Depésito de hierro con tincién de Azul de Prusia de Pearls, se valoré mediante dos escalas:

a) Escala de Scheuer modificada por Searle (utilizada en la practica clinica): escala ordinal que gradua el
deposito de hierro del 0-4 de acuerdo a la magnificacién requerida y facilidad de observacion de hierro
clasificando como grado O: sin identificacion de granulos de hierro, 1: granulos de hierro discernibles

con imagen de alto poder (x250), 2: granulos de hierro discernibles con imagen de alto aumento (x100),

3: granulos de hierro observables en imagen panoramica (x25) y 4: granulos gruesos visibles sin empleo

de microscopia de luz (25).
b) Escala de Deugnier (utilizada en protocolos de investigacion) escala dimensional discreta que basa la

asignacion del puntaje de acuerdo con el sitio del depdsito de hierro y al tamafio de los granulos.

Pudiendo asignar para el hepatocito: 0,3,6,9 y 12 puntos en cada area de Rappaport, en el sinusoide:

11



0,1,2,3 0 4 puntos en cada area de Rappaport y en regién portal 0,1,2,3 0 4 puntos de acuerdo al

porcentaje de hierro en macréfagos, células biliares y paredes vasculares. (25)

Estudio de apoptosis: Se valoré mediante escala dicotomica la presencia 6 ausencia de cuerpos de

Councilman también llamados cuerpos apoptéticos en 4mm? de tejido hepatico con tincion de HyE en cada

una de las muestras. Asi mismo se empled inmunohistoquimica para determinar la presencia 0 ausencia de
apoptosis, en una muestra por grupo seleccionada al azar, utilizando el anticuerpo anti caspasa 3
(laboratorio abcam ab4051) que reacciona contra la proenzima de 32 kilodaltones (kDa) y la forma activa
de la enzima de 17 kDa. Para la valoracion cuantitativa de la presencia de caspasa 3 fosforilada, se empled
un analisis morfométrico de la muestra utilizando el software Image-Pro express version 6.3 (Media
Cybernetics, Inc), en donde se midié en primer lugar el area de parénquima hepatico valorable restando
areas de hemorragia, necrosis y espacio muerto sin tejido y posteriormente el software realiza una medicion

del area de tejido que resulté positivo a la reaccion de inmunohistoquimica, representado por formacion de

granulos citoplasmaticos de color café tabaco en hepatocitos. No se contabilizé la positividad de células

inflamatorias o macréfagos.

Evaluacién mitocondrial mediante microscopia electronica: se seleccioné una muestra por grupo al
azar, la cual se conservé en glutaraldehido que posteriormente era fijada en tetradxido de osmio para el
analisis ultraestructural, llevado a cabo con el microscopio electronico Prisma E SEM de Thermo Fisher
Scientific. Posterior a la obtencion de imagenes con escala de 1 micra, se realizé el andlisis morfométrico

utilizando el software Image-Pro express version 6.3 (Media Cybernetics, Inc) para la evaluacion de las

siguientes caracteristicas: area total valorable del hepatocito, area ocupada por mitocondrias, proporcion

citoplasma-mitocondrias y tamafo mitocondrial promedio.

Expresién proteica: Cada una de las muestras obtenidas mediante biopsia hepatica, se preservaron
inmediatamente y se congelaron y almacenaron a -70°C, hasta su analisis ulterior. La expresion proteica se efectud

mediante Western-Blot. Se analizaron 6 muestras por grupo (grupo A-C), 5 en el caso de cirrosis por NASH (grupo

12



D), obteniendo por muestra 20 mcg de lisado celular completo el cual se sometid a electroforesis en gel de

poliacrilamida con dodecilsulfato sodico con el objetivo de separar las proteinas de acuerdo a su movilidad
electroforética para después ser transportado a una membrana de difluoro de polivinilideno la cual fue bloqueada
Por 60 minutos a temperatura ambiente con leche descremada al 5% en solucion de fosfato tampén salino (0.1%).
Posteriormente se agregaron los anticuerpos primarios recombinantes anti GPX4 de conejo monoclonal
[EPNCIR144] (ab125066) y anti ACSL4 de conejo monoclonal [EPR8640] (ab155282) ambos de laboratorio abcam
¥ se incubd por una noche a 4°C. Posteriormente se lavaron las membranas y se agregaron anticuerpos secundarios
anti conejo conjugados con peroxidasa de rabano picante (HRP) (Jackson Immuno-Research, West Grove, PA,
USA) para la reaccion de quimioluminiscencia cuya sefal fue detectada empleando el ECL™ Prime Western Blotting
Detection Reagent (GE Healthcare, Buckinghamshire, UK) las imagenes fueron digitalizadas utilizando Chemidoc

(Bio-Rad Laboratories. Inc.)

Analisis estadistico

Se empleo estadistica descriptiva utilizando proporciones para variables categéricas, medidas de tendencia central

para variables dimensionales en forma de medias o medianas con sus respectivas medidas de dispersion

(desviacion

estandar y rango intercuartilar) segun la distribucion de los datos la cual se analizé con la prueba de Shapiro Wilk.

Para el analisis estadistico inferencial se calculd un tamarfio de muestra para obtener un error alfa de 0.05 y un beta
de 0.20 de 5 pacientes por grupo, de acuerdo a la presencia o no de ferroptosis, mediante la expresion proteica de
ACSL4/GPX4. Se utilizd X? para comparacion de proporciones, t de Student para muestras independientes para
comparacion de medias y estadistica no paramétrica mediante la prueba de U de Mann Whitney y Kruskal Wallis
para comparacion de medianas de dos 0 mas grupos respectivamente. Se considero un valor de p < 0.05 como

estadisticamente significativo. Se empleo el programa SPSS para Mac version 20.0.
Resultados

Se obtuvieron un total de 32 biopsias, siendo 9 del grupo A (control), 11 del grupo B (esteatosis simple) 6 del grupo

C (esteatohepatitis) y 6 del grupo D (cirrosis por NASH).
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Caracteristicas generales de la poblacion

Las caracteristicas basales de la poblacién de estudio se muestran en la tabla 2. De manera general, se observo
una mayor frecuencia de muestras provenientes de hombres en 61% de los casos, la edad promedio de la poblacion
fue de 46 afos siendo mayor en el grupo de cirrosis por NASH (p= 0.024), la mediana de IMC en el grupo control
fue de 22.6, con diferencia estadisticamente significativa al compararla con el resto de los grupos (p=0.024), asi
mismo el grupo de esteatosis simple presenté un mayor IMC al compararlo el grupo de NASH y de cirrosis por NASH
(p=0.001). La comorbilidad mas frecuente fue DM2 con diferencias significativas entre los grupos con MAFLD en
comparacion con el grupo control (p=0.001) seguida por hipertension arterial sistémica (HAS) (0.005) y sindrome de

apnea hipopnea obstructiva del suefio (SAHOS).

Tabla 2. Caracteristicas basales de la poblacion estudiada de acuerdo al espectro de MAFLD

Esteatosis Cirrosi
Todos No MAFLD o CIITOSIS
simple isigfmhepat"’s por NASH  Valor de p
(n=32)  (n=9) (n=11) (n=6)
Caracteristicas demograficasis J &40 ToU S ME R e Biie, gl LIS Tl
0,
Sex°N(|)" HI s6%H  100%H  72%M 77% H 50% M 0.003
Edad 394
(promedio y 457 (103) |, Sqius |4B3(£106) | 47.3(2106) | 537 (+55)
DE) : 0.024
IMC

: 8(23.3- 226(214- 45(32.8- 28.7 (21.9-
(Mediana 303?6%:)’3 2%;?1()23,,;" 4é.3)e, 31.8 (28.8-36.1) 33('7) 0.001

RIQ
r*cwm““dwmﬁdgsj ) ugﬁ@ s i B ¥y
DM2 15(46) 0 (0) 8 (72.7) 5(833)  2(33) 0.001
Hipertension 10(32) | 1(11.1) | 8(727) | 1(16.7) ) 0.005
SAHOS  7(22.6) 0 (0) 5 (45) 1(16) 1(20) 0.026

Tabla 2. (a) p < 0.05 control vs. espectro de MAFLD, (b) p < 0.05 control vs. esteatosis simple, (¢) p < 0.05
control vs NASH, (d) control vs cirrosis por NASH, (e) p < 0.05 esteatosis simple vs NASH, (f) p < 0.05
esteatosis simple vs. Cirrosis por NASH, (g) p < 0.05 NASH vs cirrosis por NASH

Caracteristicas bioquimicas

En relacién con las variables bioquimicas (tabla 3) se encontraron diferencias estadisticamente significativas en las
concentraciones de ferritina sérica, siendo menores en el grupo de esteatosis simple en comparacion con el grupo
de NASH y cirrosis por NASH (p= 0.36) (figura 3). Se encontré menor concentracion de hierro sérico entre el grupo

de esteatosis simple al comparar con NASH (p < 0.05) (figura 4). Se encontraron mayores concentraciones de

14



bilirrubina total, fosfatasa alcalina, INR, creatinina y menores concentraciones de albumina, hemoglobina, leucocitos

y hemoglobina glucosilada en los pacientes con cirrosis por NASH en comparacién con los pacientes con NASH sin

cirrosis (p < 0.05).

Tabla 3. valores bioquimicos de acuerdo al espectro de MAFLD
Esteatosis Cirrosis

Todos No MAFLD simple Es_tgatohepatitis por NASH  Valor de p

(n=32)  (n=9) (n=11) (n=0) (n=6)
PCR
(Valor de 1.2 (0.2- 2 y 1.8 (0.22- 0.357
talatancia: D - 1.9) SD 1.2(0.5-2.7) 0.35(0.19-1.4) 2.1)
1mg/dL)
Ferritina
(Valor de 82.4 (11.6- 25.5 (9.4- , 150 (8.2- 0.036
referencia: 11 216) SD 63.8)°f 221 (110-249) 499.5) :
—-306.8ng/mL)
Hierro
Valores de 80.5 (36.9- 75.5 (37.7- 5 34 (23.5- 0102
referencia 102.5) =0 87)® 106 (77-213) 140.3) ;
(50-212ug/dl)
Bilirubina
total 1.7 (0.78
(Valor de D.510% IS OIER 21041} 0 43 (0 sg0/p2pe| ™7 107 Miinioag
referencia: 0.7) 0.6) 0.6) 4.7)
0/3- 1mg/dL)
ALT
(Valor de 37.5 (25- 45 (37- 20-34)¢ 51 (39-68 49.3 (24.2- 0.088
referencia: 7- 57) eaispies 2820:5) (39:86) 82.9)
52U/L)
AST
(Valor de 23-55) | 94@47- | 23(17.00) | 37(2347) | 71(23-91)  0.004
referencia: 13 42(2359) 56)2bc ( ) ( ) ( )
- 39U/L)
Albumina
(Valor de 4.2 (3.7- 3.7 (3.5- 4.2 (4.1- 4.6 (4.5-4.8)9 3.5 (2.8- 0.001
referencia: 4.4) 4 )=c 4.4)¢ ( ) 4.3) .
3.5-5.7g/dL)
Fosfatasa
alcalina
(Valorde 94 (7a-111)| 7 (1 15';’" 76 (65-87) | 100(81-114) | ' 87 0.002
referencia: "
34-104U/L)
GGT
Valores de 45.2 (42- d 52 (42-

41 (29-4 - -
referencia: 9- 75.4) (29-49)° 35 (29-64) 57 (45-69) 75.4) 0.201
64
Creatinina 1,007 -
.0(0.7- .64 (0.58- 1 (0.59-

0.77 (0.6-1 0.66 (0.61-0.97 0.039

gggn?:?a: 0811 T2 0.79) ( )| 1.39)
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1.2mg/dL)

Sodio

Valoresde 138 (136. 141 (136-

referencia:
136-145 )] 143)

mmol/L

Leucocitos

(Valor de 5,3 (4.5-
referencia: 4- 6.3)
12X 1073/uL)
Hemoglobina
(Valor de
referencia:
13-16.6 g/dl)
Plaquetas
(Valor de
referencia:
150 -
450K/uL)

INR

Valores de 1.1 (1.0-
referencia < 1.2)
1.5

25 (OH)
vitamin D
(Valor de
referencia: 30
- 100ng/mL)
Trigliceridos
(Valor de
referencia:
<150mg7dL)
Colesterol
Total

Valor de
referencia:
<200 mg/dl
Colesterol
LDL

Valores de
referencia: <
130 mg/dI
Colesterol
HDL

Valores de
referencia:
40-60 mg/dl
HbA1c
Valores de 5.8 (5.2
referencia: 6.5)
5.7-6.4%

060 ‘

56 (5,2-
6,7)"

131 (11.2-
15.4)

13.3 (11.2-
14.2)~

252(157-
341)

378 (331-
440)abcd

T1 (11
1.2)2be

16.1 (11.7-

19.1) =

141 (65-
329) SD

179 (137-
217) =

105 (65-

141) SD

42 (35-47) SD

SD

138 (136-
140)

6,0 (4,8-
6,8)'

12.9 (11.2-
14.8)¢f

255 (190-
326)f

1(1-1)

15.7 (11.4-
18.4)

165 (130-
272)

182 (164-
218)

115 (101-
142)

45 (31-51)

5.9 (5.4-
7.0

139134 TS
5.2 (3,5-6,2) 3'1%4'

16.8 (14.9-17.7) 9.1 (8.5-12)

184 (134-229) | 85 (46-105)
1(1-11)  1.35(1-16)
19.2 (17.2-19.2) | 13(8.2-17)
136 (111-199) 103535)6)5'
186 (118-219) 1317((1))12'
65 (50-148) 66 (57-89)
37(35-42) | 41(34-48)
6.3(57-7.30  5(4.9-5.5)

0.305

0.038

0.001

0.001

0.001

0.317

0.605

0.283

0.222

0.686

0.068
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Tabla 3. (a) p < 0.05 control vs. espectro de MAFLD, (b) p < 0.05 control vs. esteatosis simple, (c) p
< 0.05 control vs NASH, (d) control vs cirrosis por NASH, (e) p < 0.05 esteatosis simple vs NASH, (f)
P < 0.05 esteatosis simple vs. Cirrosis por NASH, (g) p < 0.05 NASH vs cirrosis por NASH

Concentracion sérica de ferritina Concentracion sérica de hierro
p <0.05
600+ } | 2504 PN ———-
_ -y )
s p <0.05 o 200-
§ 400 §
g < 1501
g 2
= ‘0 100+
= 200+ o
lE (o]
£ 50
o
0= 0~
Esteatosis NASH CH Esteatosis NASH CH
Grupo Grupo
Figura 3. Concentraciones séricas de ferritina espectro MAFLD Figura 4. Concentraciones séricas de hierro espectro MAFLD

Caracterizacion histopatolégica

Los hallazgos en la histologia mas relevantes se muestran en la tabla 3. Cada grupo de estudio se caracterizo de
acuerdo con la presencia de esteatosis, inflamacion y datos de balonizacién, asi como a la cantidad de fibrosis
hepatica encontrada en la biopsia hepatica, mediante tincion por H&E. De manera interesante, se observé aumento
en los depositos de hierro conforme progresoé la enfermedad (en los grupos de NASH y cirrosis), asi como aumento
en marcadores de muerte celular en etapas avanzadas de la enfermedad (cirrosis hepatica). Finalmente, también
se encontraron diferencias morfométricas en las mitocondrias examinadas a través de microscopia electronica, con
un gradiente claro entre el grupo control y la esteatosis simple, y los estadios de enfermedad mas graves (NASH y

cirrosis). Las imagenes representativas de estos hallazgos histopatolégicos se muestran en las figuras 4-7.
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Tabla 4. Hallazgos histopatolégicos

Esteatosis ... Cirrosis por
Todos Control simple Esteatohepatitis NASH
(n=32) (n=9) (n=11) (n=6) (n=6)
Esteatosis
Esteatosis 9 11 (100% 6 (100%) 3 (50%)
macrovesicular  21(69%) 0 (0%) (100%) (
Esfgatosis 18 (56%) | 2(22.2%) | 7 (63.6%) 6(100%) 3 (50%)
microvesicular
Zona de
esteatosis
Zonsis 9 2 (18% 0 (0%) 2 (33%)
(boibortad 3 (9.3%) 1 (11%) (18%) (0%
Zonad 9 2.7% 4 (66% 0(0)
e 13 (40%) 0 (0%) 8 (72.7%) (66%)
e 9 0% 6 (100% 0(0)
(perivenular) 16 (50%) 0 (0%) 11 (100%) (100%)
Esteatohepatitis
Grado de G2: 3 (50%)
esteatosis
Inflamacion ’ ' \ G1: 4 (66%) ‘
lobular
Balonizacion G1: 5 (83%)
hepatocelular :
Score total | | | Leve:5(83%) |
Fibrosis o
GO 3 (9%) 0 (0%) 6 (54.5%) 0 (0%) 0 (0%)
G1 3(9%) | 0(0%) | 5455%) | 0% | 0(0%)
G2 8 (25%) 0 (0%) 0 (0%) 4 (66%) 0 (0%)
G3 309%) | 00% | 0©0% | 2@33%) | 0(0%)
G4 6 (18%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 6 (100%)
Deposito de
hierro
Scheuer 0 15 (46%)  5(55.5%) 6 (54.5%) 3 (50%) 2 (33%)
Scheuer 1 9(28%) | 3(333%) | 4(36.3%) | 1(166%) 1(17%)
Scheuer 2 3 (9.3%) 0 (0%) 1 (9%) 2 (33%)°9 0 (0%)
0,
Scheuer 3 131%) | 1(11%) | 0©0% | 00©% | O(O/O)m
0,
Scheuer 4 3 (9.3%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 3 (50%)
ce dfi
Deugnier 020 | 0@ | 0@) | 10@6* | 20(60)
Apoptosis
Negativo 23(74%) | 9(100%) | 8(727%) | 5(8%) | 1(20%)
dFocal 5 (16%) 0 (0%) 3 (27.2%) 1 (16.6%) 1 (20%)
Generalizado  3(9.6%) | 0(0%) | 0(0% | 00% | 3(60%)
Microscopia electrénica
Area total 194pm?  19.42pm?  19.42um? 19.14pm?
valorable
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Area ocupada
Por mitocondrias 29.70%
Proporcion 12.62% 16.54% 21%

Citoplasma: 5
mitocondrias 2 0.57 um?
Tamafio 0.25um? | 0.162 pm? 0.28um H
mitocondrial '

promedio

2
4 4.06 5.77 um
2.45 pm? 3.24 ym
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Imégenes de histopatologia por grupo de estudio
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Analisis de Western Blot

Finalmente, como parte de la caracterizacion de la ferroptosis, se analizé la expresion de las proteinas GPX4 y
ACSL4, en las que destacod de manera interesante, un aumento en la expresion proteica de ACSL4, el cual se refiere
como marcador de ferroptosis, desde etapas tempranas de la enfermedad (esteatosis simple) y un incremento mas

acentuado en las etapas avanzadas, incluyendo NASH y cirrosis hepatica (Figura 7).

ESTEATOSIS ESTEATOSIS
CONTROL SIMPLE ESTEATOHEPATITIS  CIRROSIS CONTROL SIMPLE ESTEATOHEPATITIS  CIRROSIS

ACSL4 -

ACSL4 -
GPX4 ™~ ChEmEermaB e we @ w Gp)4 @ SR DAV TS - -

GAPDH ke TR ———— .\ - o | /RS gl

Figura 7. Expresion proteica de GPX4, ACSL4 en las diferentes etapas de MAFLD, comparado con expresion
constitutiva de GAPDH.

Discusion

La ferroptosis es un tipo de muerte celular no apoptética, dependiente de hierro descrito por Dixon en 2012, la cual
se ha identificado en diferentes patologias como lesion renal aguda, cancer de mama, hepatocarcinoma, dafo por
isquemia reperfusion y distintas hepatopatias crénicas como infeccion por virus de hepatitis C y B, incluyendo
algunos modelos de higado graso no alcohdlico (26,27). Es morfoldgica y bioquimicamente diferente a otros tipos
de muerte celular teniendo caracteristicas especificas como afeccién de la morfologia mitocondrial, la ruptura de la
membrana mitocondrial externa, reduccion de las crestas mitocondriales y que a diferencia de la apoptosis o necrosis
no presenta ruptura de membrana plasmatica, condensacion de cromatina y conservando un tamafio nuclear normal
(11). Bioguimicamente se ha implicado la perdida de la actividad de la GPX4 y la peroxidacion lipidica con dafio a
la membrana mitocondrial mediada por lipoxigenasas principalmente la enzima ACSL4, para que se produzca este

tipo de muerte celular (28). Esta Ultima se ha utilizado como un marcador de ferroptosis.
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Por otro lado, el higado es el principal 6rgano de almacenamiento de hierro, de manera fisiologica regula su

homeostasis mediante la produccion de la proteina hepcidina la cual se produce al elevarse la concentracion de

hierro sérico y tiene la funcion de inhibir a la ferroportina del enterocito y del macrofago disminuyendo la

disponibilidad del hierro absorcion al disminuir la absorcion intestinal y liberacion hacia el torrente sanguineo

respectivamente (29). En el espectro de MAFLD se ha visto a un deterioro un deterioro en |a homeostasis del hierro

asociado a un estado inflamatorio sistémico cronico y progresivo, en donde la liberacién de interleucinas como la IL-

6y el TNF-a por parte del tejido adiposo conllevan un aumento en la concentracion sérica de hepcidina que conducen

a un aumento del depésito de hierro en los macréfagos hepaticos y hepatocitos que también expresan ferroportina,

conforme la enfermedad avanza a un estadio de cirrosis la disminucion en la concentracion de hepcidina se asocia

a incremento en las concentraciones séricas de hierro sobre todo a nivel hepatocelular (30) De manera interesante,

existe una asociacion entre la presencia de sindrome metabdlico (asociado con la presencia de MAFLD) y la

sobrecarga de hierro, en una entidad clinica denominada sindrome de sobrecarga de hierro dismetabdlica (DIOS
por sus siglas en inglés). Esto enfatiza el papel del metabolismo de hierro con la MAFLD. (31)

El estado proinflamatorio y la resistencia a la insulina conllevan a un aumento triglicéridos a nivel del hepatocito
asociado a sobrecarga de hierro, haciendo plausible la ferroptosis como un mecanismo de dafo y muerte celular en

pacientes con el espectro de MAFLD, en quienes a su vez se ha descrito que, a mayor estadio de la enfermedad, la

peroxidacion lipidica funge como mecanismo principal de dafio celular, mismo que observado en ferroptosis (32).

En este estudio se encontré un aumento a las concentraciones séricas de ferritina y hierro a medida que progresa
la enfermedad, aumentado ambos parametros de forma estadisticamente significativa en el grupo de NASH en
comparacion con el de esteatosis simple, que si bien aun se encontraban en rangos de normalidad en ambos grupos
sugiere un deterioro progresivo en el mecanismo de homeostasis de hierro al avanzar la enfermedad. Estos
hallazgos no fueron aislados, sino que también se observaron de manera directa en las biopsias hepaticas,

encontrando mayor depésito de hierro mediante la tincién de Perls en etapas mas avanzadas de la MAFLD.
En los hallazgos histopatolégicos predominé la esteatosis macro vesicular sobre la micro vesicular como se ha

reportado en pacientes con MAFLD, de igual manera en el grupo de NASH destac una mayor proporcion de

distribucion de esteatosis en la zona 3 (perivenular) en comparacion con la zona 1 (periportal), lo cual como sugieren
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algunos estudios pudiera tener implicaciones terapéuticas, hablandose de dos fenotipos de la enfermedad que
parecen estar determinadas por un metabolismo alterado de aminoacidos de cadena ramificada, el cual gsté
regulado por el receptor activado por el proliferador de peroxisomas gamma (PPAR-y), siendo este un mecanismo
Propuesto de la utilidad de ligandos PPAR-y como la pioglitazona en pacientes con NASH. Se ha descrito que los
Pacientes con este fenotipo presentan menor inflamacion y mayor balonizacién de hepatocitos lo cual se

Corresponde con lo encontrado en este estudio (inflamacién en un 66% y balonizacion 83%) (33,34).

Como era esperado los pacientes con NASH presentaron mayor grado de fibrosis en comparacion con los de
esteatosis simple. En relacion con el deposito de hierro valorado por la escala de Scheuer se observé que en el
grupo de cirrosis el 60% de los pacientes tenia algun grado de depdsito de hierro, en el caso de pacientes con NASH
este se observo en 50% de los pacientes y en esteatosis simple en un 45.5% de los casos lograndose observar un
gradiente en relacion con el depésito de hierro a medida que la enfermedad evoluciona.

En la escala cuantitativa de Deugnier se pudo observar de igual forma un gradiente en el depdsito de hierro
alcanzando puntajes méaximos de 60 en aquellos pacientes con cirrosis por NASH sin embargo se puede observar
como en algunos casos no se observd depdsito de hierro y esto pudiera estar en asociacion a las pérdidas de sangre

y ferropenia asociadas a sangrados de tubo digestivo en pacientes con cirrosis.

En microscopia electronica destaco la disminucion del tamafio mitocondrial promedio en comparacién con el grupo
control lo cual como se ha comentado es un hallazgo especifico de ferroptosis; si bien el tamafio mitocondrial se
normaliza en el grupo de NASH e incluso se encontré mayor en cirrosis por NASH una posible explicacion es la
concomitancia de otros tipos de muerte celular como la apoptosis y la necrosis en estadios mas avanzados, siendo

la ferroptosis posiblemente un mecanismo mas temprano de muerte celular.

Por ultimo, a nivel de expresion proteica se observo que a mayor estadio de la enfermedad aumenta la expresion
de la enzima ACSL4 considerada una firma de ferroptosis la cual provee los sustratos para la lipoperoxidacion que
es el mecanismo de dafio celular que caracteriza a la esteatohepatitis. Por otro lado, se observé que la expresion
de la enzima GPX4 no se modifica en las diferentes etapas de la enfermedad, siendo comparable con lo encontrado

en el estudio realizado por Jie Tong et al. en donde se observo que la expresion de mRNA de GPX4 era similar en
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Muestras hepaticas de sujetos controles en comparacion MAFLD, en donde se hipotetiza que la expresion de esta
enzima pudiera estar regulada por estrés lipidico a nivel post-transcripcional y pudiera estar implicado como
mecanismo de retroalimentacion negativa, en donde a falta del sustrato glutation, se sintetiza mas enzima GPX4 en

un intento celular de proteccion contra el dafio oxidativo. (35)

Estos hallazgos sugieren que la ferroptosis es un tipo de muerte celular presente desde etapas tempranas de la
MAFLD y como se ha visto en modelos murinos conduce a lipoperoxidacién como mecanismo de dafio celular que

conduce al desarrollo de esteatohepatitis, lo cual lo hace una diana terapéutica con el potencial de prevenir la

Progresion y la morbimortalidad asociada a esta patologia.

Conclusion

Los pacientes con el espectro de MAFLD tienen aumento en las concentraciones séricas de hierro y ferritina al
progresar la enfermedad, acompariado de aumento del depdsito de hierro hepatico, a alteraciones en la morfologia
mitocondrial y aumento en la expresion proteica de enzimas asociadas a ferroptosis. Estos hallazgos en conjunto
sugieren que la ferroptosis es un mecanismo de dafio en las diferentes etapas de la MAFLD, siendo potencialmente

una diana terapéutica que para evite la progresion de la enfermedad.
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