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Iron, hepatitis C virus and hepatic steatosis

Nonalcoholic steatohepatitis (NASH) is a clinico-pathologic condition charac-
terized by histological features of alcoholic liver disease that occurs in patients who
do not consume significant amounts of alcohol (1). At present, NASH is considered
part of a broad spectrum of nonalcoholic fatty liver disease (NAFLD) that also in-
cludes pure fatty liver (hepatic steatosis), hepatic steatosis with lobular inflamma-
tion, ballooning degeneration, sinusoidal fibrosis or Mallory body-like material
(NASH) and cirrhosis of the liver (2-4). NAFLD is an emerging worldwide com-
mon problem that represents the most frequent histological finding in patients with
unexplained abnormalities of the liver tests. In some Western countries, the preva-
lence of NAFLD in the general population is approximately 20% and the prevalence
of NASH ranges between 1.2 and 4.8% (5). NASH has been found to be associated
with a large number of metabolic, surgical and toxic conditions. However, the main
risk factors associated with NASH include obesity, type 2 diabetes mellitus, dyslipi-
demia and other conditions characterized by insulin resistance and hyperinsuline-
mia (6). In the present issue of the Spanish Journal of Gastroenterology, Fernandez-
Salazar et al. (7) published a study including 53 patients with chronic hepatitis C
(CHCO) in which they find hepatic steatosis in 50% of them, and that factors inde-
pendently associated with the presence of steatosis were iron overload and hepatitic
C virus (HCV) genotype 3.

The role of iron deposition in the pathogenesis of NAFLD has raised general in-
terest (8). Moriand et al. (9) first associated primary hepatic iron overload with the
clinical features of insulin resistance. In this respect, Facchini et al. showed im-
provement in insulin sensitivity with the use of venesection in patients with NAFLD
(10). Moreover, serum ferritin levels are increased in 43 to 62% of patients with
NAFLD, and some authors have found increased prevalence of the C282Y mutation
of the HFE gene (11-13). Furthermore, as iron promotes oxidative stress, it was con-
sidered a pathogenic factor in NASH. This role was supported by it association with
hepatic fibrosis (13). However, the relationship between serum ferritin levels, iron
stores, HFE gene mutations and NASH are a controversial area. As mentioned
above, increased serum ferritin concentrations are found in a large proportion of pa-
tients with NAFLD (14,15). In our experience, hyperferritinemia was found in 37%
of NASH patients, whereas increases in serum transferrin saturation were seen less
frequently, in 3% of patients (16). Although George et al. (13) and Bonkovsky et al.
(11) reported increased iron stores in a significant proportion of NASH patients,
other investigators have failed to observe significant hepatic iron accumulation in
patients with NAFLD (12,17,18). In our series of patients with NASH, we found he-
patic siderosis of only grade 1 or 2 in 16.5% of cases. Finally, Fernandez-Salazar et
al. (7) report grade 2 or 3 stainable iron in 19.2% of patients with liver steatosis; al-
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though all of them suffered HCV infection and 34.5% consumed alcohol. Ladero et
al. (19) found that hepatic iron is high in 11% patients with CHC. Few studies have
quantified hepatic iron content using biochemical methods, and most of them failed
to demonstrate a significant iron accumulation in patients with NAFLD when alco-
holism was excluded (20,21). Most authors consider 20 g as the upper limit of ac-
ceptable daily ethanol consumption. Moreover, these studies did not find any rela-
tionship between hepatic iron concentration and fibrosis. This lack of relationship
can be ascribed to the fact that iron burden is largely below the fibrogenic threshold
(22). Concerning HFE gene mutations, Chitturi et al. (12) and George et al. (13),
both from Australia, and Bonkovsky et al. (11), in the United States, concluded that
prevalence of the C282Y mutation is increased in the NASH population. In contrast
with these results, other investigators in the United States and other countries have
failed to confirm these observations (17,18,21). In our own series of patients with
NASH (16), prevalence of HFE mutations was not significantly increased (C282Y +/-,
1,6%; H63D +/+, 5%; H63D +/-, 30%).

In conclusion, although serum ferritin levels are frequently increased in patients
with NAFLD, this finding is not expression of an enhanced hepatic iron overload. In
these patients, hyperferritinemia in the presence of normal transferrin saturation has
to be ascribed to inflammation, liver cell necrosis, alcohol abuse, insulin resistance,
dietary factors or mutations in the ferritin gene (23,24). Thus, hyperferritinemia has
been described in patients without iron overload in hereditary hyperferritinemia
(25-27), a condition associated with cataracts caused by point mutations in the iron
responsible element of the ferritin gene. Moreover, increased serum ferritin levels in
the presence of normal transferrin saturation may also occur in the so called “in-
sulin resistance hepatic iron overload” (28). Patients with this syndrome share one
or more features of the metabolic syndrome, have histological features of NAFLD,
and mild iron overload (9,29). In fact, hyperferritinemia have also been reported in
patients with diabetes mellitus (30) and in subjects with a complex syndrome attrib-
uted to insulin resistance and characterized by the concentration of different meta-
bolic abnormalities (31). Thus, the increased serum ferritin levels found in NAFLD
may be simply an expression of the metabolic derangement caused by the insulin re-
sistance (21,32). In a large number of NASH patients, hyperferritinemia may be due
to dietary factors. Fargion et al. (18) demonstrated that serum ferritin levels returned
to normal values in the large majority of NAFLD patients when they were put on a
low-fat and hypocaloric diet. In addition to the insulin resistance, in NAFLD pa-
tients, hyperferritinemia may be caused by the hepatic damage, because activation
of inflammatory cytokines would increase transcription of ferritin gene in
macrophages (21). The likelihood of this mechanism is increased when NAFLD is
associated with CHC, as is the case of the patients described by Fernandez-Salazar
et al. (7). An association between iron and viral hepatitis was first observed by
Blumberg et al. (33), but many other authors have noted elevations in the serum fer-
ritin levels in patients with CHC (34-36). Most of these patients have not elevated
hepatic iron concentrations or when elevated, they are mild and not sufficient to be
hepatotoxic (35).

The study of Fernandez-Salazar et al. (7) also shows that presence of hepatic
steatosis in CHC is associated with HCV genotype 3 infection. Steatosis of the liver
and Mallory body-like material within hepatocytes are frequent histopathological
features in CHC and have been proposed as histological markers of HCV infection
(37-39). Many factors, including alcohol abuse, obesity, diabetes, and drugs may ac-
count for the fat accumulation in these patients. However, fatty liver can be found in
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patients with CHC in whom these risk factors had been excluded (40). Therefore, it
has been suggested that hepatic steatosis may be due to a direct cytopathic effect of
HCV (40). Nevertheless, because fatty liver disease and HCV infection are frequent
in Western countries, concurrence of fatty infiltration and CHC is likely. In a
prospective study that included 98 consecutive patients with CHC, we found that
risk factors for NASH [elevated body mass index (BMI), serum triglyceride and
glucose, frequency of diabetes mellitus, and metabolic syndrome] were more fre-
quent in the presence than in absence of NASH lesions. In this study, in which pa-
tients who consumed alcohol were excluded, BMI and HCV genotype 3, but not
serum iron or serum ferritin levels, were the only factors associated with hepatic
steatosis. These results concur with those recently reported by Patton et al. (41) and
suggest that, in addition to overweight, HCV infection, particularly with genotype
3, may play an important role in the pathogenesis of steatosis in these patients. As a
matter of fact, degree of hepatic steatosis has been correlated with viral replication
in patients infected with HCV genotype 3 (42,43) and with the amount of HCV core
protein expression in the liver (44). In this respect, HCV core protein can induce
steatosis in transfected cells and transgenic mice (45-47). Furthermore, while a
number of authors have observed an improvement of hepatic steatosis after the
eradication of HCV infection by successful antiviral therapy (41-43,48), occurrence
of steatosis after orthotopic liver transplantation has been associated with HCV re-
infection (49).

Mechanisms by which HCV might induce hepatic steatosis are uncertain. It has
been hypothesized that microsomal triglyceride transfer protein (MTP) may play an
important role in the pathogenesis of NASH. This protein transfers triglycerides to
apolipoprotein B, producing very low-density lipoprotein and removing lipids from
the liver cells. Reduced MTP activity results in an impaired secretion of lipids from
the liver and hepatic steatosis. Congenital abetalipoproteinemia, a disease caused by
mutations in the MTP gene, is characterized by marked hepatic steatosis (50). In
this respect, Charlton et al. (51) reported that synthesis of apolipoprotein B is de-
creased in patients with NASH and Namikawa et al. (52) and Bernard et al. (53), re-
spectively, demonstrated MTP mutations in patients with NASH or type 2 diabetes.
Interestingly, MTP gene expression is down regulated by insulin in liver cells (54).
Likewise, in patients infected with HCV, particularly with genotype 3, hepatic
steatosis has been found to be associated with hypobetalipoproteinemia (55,56).
Furthermore, animal models of viral-related steatosis have shown that HCV core
protein decreases MTP activity, impairs very low-density lipoprotein secretion and
induces hepatic steatosis (47).

Although the HCV genotype 3 infection should be considered mainly as an etio-
logical factor for steatosis, our study demonstrated that only BMI, but not HCV
RNA viral load or genotype, was independently associated with NASH-related le-
sions (ballooning degeneration, Mallory body-like material, pericellular fibrosis) in
patients with HCV infection. Although pathogenesis of NASH is not well under-
stood, available evidence suggests that NASH development requires a “double hit”.
While the “first hit” involves hepatic steatosis, the “second hit” includes oxidative
stress resulting in lipid peroxidation, the production of malondialdehyde, 4-hydrox-
ynonenal, proinflammatory cytokines, stellate cells activation and fibrogenesis
(57,58). Mitochondrial dysfunction might play a central role in the induction of this
stress (59). We have recently shown that the activity of the mitochondrial respirato-
ry chain is decreased in patients with NASH (60), and that this dysfunction correlat-
ed with the BMI. This correlation may be ascribed to the fact that adipose tissue is a
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major source of tumor necrosis factor alpha (61). This cytokine induces mitochon-
drial abnormalities, reduces the activity of the mitochondrial respiratory chain (62)
and has been implicated in the pathogenesis of NASH (63). Thus, our study sug-
gests that, in patients with CHC, overweight might be the “second hit” necessary for
the progression of hepatic steatosis to NASH.

J. A. Solis Herruzo and P. Solis-Munoz

Service of Digestive Diseases. University Hospital 12 de Octubre. Madrid, Spain
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Hierro, virus C y esteatosis hepatica

La esteatohepatitis no alcohdlica (EHNA) es una entidad clinico-patologica ca-
racterizada por la presencia de lesiones histoldogicas de hepatopatia alcohdlica en
pacientes que no consumen alcohol en exceso (1). En la actualidad se considera que
la EHNA forma parte de un amplio espectro de lesiones denominadas “enfermedad
hepatica no alcoholica por deposito de grasa” (NAFLD) que también incluye al hi-
gado graso (esteatosis hepatica), a la esteatosis con inflamacion lobulillar, la dege-
neracion hidropica, la fibrosis sinusoidal y los cuerpos de Mallory (EHNA) y a la ci-
rrosis hepatica (2-4). La NAFLD es un nuevo problema que esta surgiendo a nivel
mundial, que supone el hallazgo histoldégico mas frecuente en pacientes con altera-
ciones inexplicadas de la analitica hepatica. En algunos paises occidentales, la pre-
sencia de la NAFLD en la poblacion general es de aproximadamente el 20% y la
prevalencia de la EHNA oscila entre el 1,2 y el 4,8% (5). La EHNA se asocia a un
gran nimero de trastornos metabodlicos, quirtirgicos y toxicos. Sin embargo, los
principales factores de riesgo asociados con esta entidad son la obesidad, la diabe-
tes, la diabetes mellitus del tipo 2, la dislipemia y otras circunstancias caracterizadas
por existir resistencia a la insulina e hiperinsulinemia (6). En el presente nimero de
la Revista Espariola de Enfermedades Digestivas, Fernandez-Salazar y cols. (7) pu-
blican un estudio de 53 pacientes con hepatitis cronica C (HCC) en el que encuen-
tran esteatosis hepatica en el 50% de estos pacientes y que los factores asociados in-
dependientemente con su presencia fueron la sobrecarga de hierro y la infeccidon por
el genotipo 3 del virus de la hepatitis C (VHC).

Se ha prestado gran interés al papel que juega el depdsito de hierro en la patoge-
nia de la NAFLD (8). Moriand y cols. (9) fueron los primeros en asociar la sobre-
carga hepatica de hierro con la resistencia a la insulina. En este sentido, Facchini y
cols. mostraron que las sangrias pueden mejorar la sensibilidad a la insulina de los
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pacientes con NAFLD (10). Ademas, en el 43 al 62% de estos pacientes, se encuen-
tran tasas elevadas de ferritina sérica y algunos autores han encontrado que la preva-
lencia de la mutacion C282Y del gen HFE esta aumentada en estos enfermos (11-
13). El que el hierro provoque estrés oxidativo fue otro argumento que hizo pensar
en el papel patogénico del hierro en la EHNA. Este papel fue apoyado, ademas, por
la asociacion existente entre el hierro y la fibrosis hepatica (13). No obstante, existe
alin mucha controversia en torno a las relaciones existentes entre las tasas de ferriti-
na sérica, los depositos de hierro, las mutaciones del gen HFE y la EHNA. Como
menciondbamos mas arriba, en un gran nimero de pacientes con NAFLD se en-
cuentran tasas elevadas de ferritina sérica (14,15). En nuestra experiencia, encontra-
mos hiperferritinemia en el 37% de los pacientes con EHNA, mientras que la satura-
cion de transferrina la hallamos elevada menos frecuentemente, sdlo en el 3% de los
pacientes (16). Aunque George y cols. (13) y Bonkovsky y cols. (11) encontraron
elevacion del hierro almacenado en un porcentaje significativo de pacientes con
EHNA, otros investigadores no han podido comprobar este hallazgo (12,17,18). En
nuestra serie de pacientes con EHNA, en el 16,4% de los casos encontramos sidero-
sis hepatica, 12,9% de grados 1 y 3,5 de grado 2. Por Gltimo, Fernandez-Salazar y
cols. (7) hallan siderosis de los grados 2 y 3 en el 19,2% de los pacientes esteatosis
hepética, aunque todos ellos padecian una infeccidon por el VHC y el 34,5% consu-
mian alcohol. En el 11% de los pacientes con HCC se han encontrado altas cantida-
des de hierro en el higado (19). Hay pocos estudios en los que se haya cuantificado
el contenido hepatico en hierro usando métodos bioquimicos, pero la mayoria de
ellos no han podido demostrar que en los pacientes con NAFLD exista un exceso de
hierro en el higado una vez excluido el consumo alcohdlico (20,21). La mayoria de
los autores consideran que 20 g es el limite maximo aceptable de consumo diario de
etanol. Ademas, estos estudios no confirman que exista una relaciéon entre la con-
centracion hepatica de hierro y la fibrosis hepatica. Esta falta de relacidon puede ser
atribuida a que el exceso de hierro estd muy por debajo del que se considera su um-
bral fibrogénico (22). En relacion con las mutaciones del gen HFE, Chitturi y cols.
(12) y George y cols. (13), ambos de Australia, y Bonkovsky y cols. (11), en los Es-
tados Unidos, hallaron que la prevalencia de la mutacion C282Y estaba aumentada
en la poblacion de pacientes con EHNA. Por el contrario, otros investigadores, tan-
to de los Estados Unidos como de otros paises, no han podido confirmar estos ha-
llazgos (17,18,21). En nuestra serie de pacientes con EHNA, la prevalencia de estas
mutaciones tampoco estaba aumentada significativamente (C282Y +/-, 1,6%;
H63D +/+, 5%; H63D +/-, 30%) (16).

En conclusion, aunque la tasa sérica de ferritina se encuentra frecuentemente ele-
vada en los pacientes con NAFLD, este cambio, habitualmente, no es expresion de un
aumento del hierro hepatico. En estos pacientes, la hiperferritinemia en presencia de
una saturacion normal de la transferrina debe ser atribuida a la inflamacion, las necro-
sis hepatocelulares, al abuso alcohdlico, a la resistencia a la insulina, a factores dietéti-
cos 0 a mutaciones del gen de la ferritina (23,24). En efecto, se ha descrito hiperferri-
tinemia en pacientes con hiperferritinemia hereditaria sin sobrecarga de hierro
(25-27), una entidad que cursa con cataratas por mutaciones puntuales en el elemento
de respuesta al hierro del gen de la ferritina. Ademas, aumento de la ferritina sérica en
presencia de una saturacion normal de transferrina puede ocurrir en la denominada
“sobrecarga hepdtica de hierro con resistencia a la insulina” (28). Los pacientes con
este sindrome comparten uno o varios componentes del sindrome metabdlico, tienen
lesiones histologicas de NAFLD vy ligera sobrecarga de hierro (9,29). Ademas, se ha
descrito hiperferritinemia en la diabetes mellitas (30) y en sujetos con un sindrome
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complejo atribuido a la resistencia a la insulina y caracterizado por la coincidencia de
diferentes alteraciones metabolicas (31). Por ello, el aumento de la ferritina sérica que
se encuentra en las pacientes con NAFLD puede ser simplemente expresion del tras-
torno metabdlico originado por la resistencia a la insulina (21,32). En un gran nimero
de pacientes con EHNA, la hiperferritinemia puede deberse a factores dietéticos. Far-
gion y cols. (18) demostraron que en la mayoria de los pacientes con NAFLD las tasas
séricas de ferritina se normalizaban cuando a estos enfermos se les sometia a una die-
ta hipocalorica y pobre en grasa. Ademas de la resistencia a la insulina, en los pacien-
tes con NAFLD, la hiperferritinemia puede ser secundaria a la lesion hepatica, ya que
la activacion de citoquinas inflamatorias puede aumentar la transcripcion del gen de la
ferritina en los macrofagos (21). La posibilidad de este mecanismo es alin mayor
cuando la NAFLD se asocia con HCC, como es el caso de los pacientes descritos por
Fernandez-Salazar y cols. (7). Blumberg y cols. (33) fueron los primeros en observar
que existe una asociacion entre el hierro y la hepatitis viral, pero son muchos los auto-
res que han comprobado tasas elevadas de ferritina sérica en pacientes con HCC (34-
36). La mayoria de esos pacientes no tenfan aumentada la concentracion hepatica de
hierro o, si estaba elevada, se trataba de ascensos ligeros e insuficientes para ser hepa-
totoxico (35).

El estudio de Fernandez-Salazar y cols. (7) muestra también que la presencia de
esteatosis hepatica en la HCC se asocia con la infeccion por el VHC de genotipo 3.
En la HCC, es frecuente el hallazgo de esteatosis hepatica e hialina de Mallory, has-
ta el punto que han sido propuestos como marcadores histologicos de infeccion por
el VHC (37-39). En estos pacientes, muchos factores, incluyendo el abuso alcoholi-
co, la obesidad, la diabetes y los fairmacos, pueden ser responsables de la acumula-
cion de grasa en el higado. Sin embargo, es posible encontrar esteatosis hepatica en
pacientes con HCC en quienes no existe ninguno de estos factores de riesgo (40).
Por ello, se ha sugerido que la esteatosis hepatica pudiera ser consecuencia de un
efecto citopatico directo del VHC (40). Sin embargo, debido a que la NAFLD y la
infeccion por el VHC son frecuentes en los paises occidentales, existen muchas po-
sibilidades de que coincida la infiltracion grasa y la HCC. En un estudio prospectivo
que incluy6 98 pacientes consecutivos con HCC, nosotros hallamos que los factores
de riesgo de EHNA [aumento del indice de masa corporal (IMC), de los triglicéri-
dos y glucosa sérica, la frecuencia de diabetes mellitas y de sindrome metabolico]
eran mas frecuentes en presencia de lesiones de EHNA que en su ausencia. En este
estudio que no incluyd pacientes bebedores, el IMC y el genotipo 3 del VHC, pero
no el hierro ni la ferritina sérica, fueron los Gnicos factores asociados con la estea-
tosis hepatica. Estos resultados coinciden con los publicados recientemente por Patton
y cols. (41) y sugieren que en estos pacientes, ademas del sobrepeso, la infeccion vi-
ral, particularmente por el genotipo 3, puede jugar un papel importante en la patoge-
nia de la esteatosis. De hecho, el grado de esteatosis se ha correlacionado con la re-
plicacion viral en pacientes infectados con el VHC de genotipo 3 (42,43) y con la
cuantfa de la expresion hepatica de la proteina “core” de este virus (44). En este
sentido, esta proteina puede provocar esteatosis en células transfectadas y en ratones
transgénicos (45-47). Ademas, mientras que numerosos autores han observado una
mejoria de la esteatosis tras la erradicacion del VHC mediante tratamiento antiviral
(41-43,48), también se ha comprobado que la reinfeccion del higado trasplantado
por el VHC se sigue de la aparicion de la esteatosis hepatica (49).

No se sabe bien cuil es el mecanismo por el que el VHC induce la esteatosis he-
patica. Hipotéticamente se ha mencionado que la “proteina de transporte microso-
mal de triglicéridos” (MTP) pudiera jugar un papel importante en la patogenia de la
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EHNA. Esta proteina transporta triglicéridos a la apolipoproteina B, dando lugar a la
formacion de la lipoproteina de muy baja densidad y a la movilizacion de los lipidos
de las células hepaticas. Un descenso de la actividad de la MTP se traduce en una
menor secrecion de lipidos desde el higado y en esteatosis hepatica. En la abetalipo-
proteinemia congénita, una enfermedad causada por la mutacion del gen de la MTP,
existe también marcada esteatosis (50). En este sentido, Charlton y cols. (51) halld
que la sintesis de apolipoproteina B estd descendida en pacientes con EHNA y Nami-
kawa y cols. (52) y Bernard y cols. (53), respectivamente, demostraron mutaciones
del gen de la MTP en pacientes con EHNA o diabetes del tipo 2. Es interesante seha-
lar que la insulina disminuye la expresion del gen de la MTP en las células hepaticas
(54). Igualmente, en los pacientes infectados por el VHC, en especial con genotipo 3,
se ha observado que la esteatosis hepatica se asocia con hipobetalipoproteinemia
(55,56). Ademas, en modelos animales de esteatosis viral, se ha observado que la
proteina “core” del VHC disminuye la actividad de la MTP, altera la secrecion de las
lipoproteinas de muy baja densidad y provoca esteatosis hepatica (47).

Aunque se puede considerar que la infeccion por el VHC de genotipo 3 es princi-
palmente un factor etiologico de esteatosis, nuestro estudio mostrd que Gnicamente
el IMC, pero no la carga viral ni el genotipo 3 del VHC, se asocia independiente-
mente con las lesiones de EHNA (degeneracion hidropica, cuerpos de Mallory, fi-
brosis pericelular) en pacientes con infeccion por el VHC. Aunque la patogenia de
la EHNA es incierta, existen evidencias que sugieren que el desarrollo de la EHNA
requiere una “doble agresion”. Mientras que el dep0sito de grasa en el higado seria
la “primera agresion”, la “segunda agresion” se relacionaria con el estrés oxidati-
vo, la peroxidacion de los lipidos, la produccion de aldehido malodnico, de 4-hidro-
xinonenal, de citoquinas proinflamatorias, la activacion de la células estrelladas del
higado y el estimulo de la fibrogénesis (57,58). La disfuncion mitocondrial juega un
papel central en la induccion de este estrés (59). Nosotros hemos mostrado reciente-
mente que la actividad de la cadena respiratoria mitocondrial esta disminuida en los
pacientes con EHNA (60) y que esta disfuncion se correlacionaba con el IMC. Esta
correlacion puede ser atribuida al hecho de que el tejido adiposo es la fuente princi-
pal del factor de necrosis tumoral alfa (61). Esta citoquina provoca alteraciones mi-
tocondriales, reduce la actividad de la cadena respiratoria mitocondrial (62) y ha
sido implicada en la patogenia de la EHNA (63). Asf, nuestro estudio sugiere que en
los pacientes con HCC, el sobrepeso puede ser la “segunda agresion” necesaria para
la progresion de la esteatosis a EHNA.

J. A. Solis Herruzo y P. Solis-Muhoz

Servicio de Aparato Digestivo. Hospital Universitario 12 de Octubre. Madrid
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