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ABSTRACT

El progreso constante, durante cuatro décadas, dirigido hacia la comprension
de la patogeniay las consecuencias clinicas de la fibrosis hepatica, ha llevado a la
expectativa de farmacos antifibréticos efectivos, pero ninguno ha sido aprobado.
Por lo tanto, una evaluacion del campo es oportuna, para aclarar las prioridades
y acelerar el progreso. Aqui destacamos los éxitos hasta la fecha, pero lo que es
mas importante, identificamos las lagunas y las necesidades insatisfechas, tanto
experimental como clinicamente. Estos incluyen la necesidad de definir mejor
las interacciones célula-célula y los elementos de la fibrogénesis especificos de
la etiologia y su vinculo con los impulsores de la hipertension portal especificos
de la enfermedad.

El éxito en el tratamiento de la hepatitis viral ha revelado la notable capacidad
del higado para degradar la cicatriz, al revertir la fibrosis; pero sabemos poco de
los mecanismos subyacentes a esta respuesta. Por lo tanto, existe una necesidad
apremiante de aclarar los mecanismos celulares y moleculares de la regresion
de la fibrosis para que los tratamientos imiten la capacidad enddgena del higado.
Modelos in vitro y en animales mas refinados y mas predictivos, aceleraran el
desarrollo de los farmacos. Desde una perspectiva clinica, los diagnosticos
actuales estan mejorando, pero no siempre son biolégicamente plausibles o lo
suficientemente precisos para reemplazar a la biopsia. Los métodos digitales de
la patologia, que aprovechan el aprendizaje automatico y la inteligencia artificial,
deben urgentemente validarse, para capturar mas informacion de prondstico
en las biopsias de higado y cuantificar mejor la respuesta a las terapias. Para
un tratamiento mas refinado de NASH, los enfoques ortogonales que integran
conjuntos de datos genéticos, clinicos y patoldgicos, pueden concluir en
tratamientos para subfenotipos especificos de la enfermedad. En conjunto, estos
y otros avances, fortaleceran y agilizaran los ensayos clinicos y vincularan mejor
las respuestas histolégicas con los resultados clinicos.

INTRODUCCION

Elcampo de la fibrosis esta maduro hacia el éxito. Después
de ~40 anos de progreso constante en la investigacion
basica, traslacional y clinica, existe una gran apreciacion de
su patogenia y contribuciéon a la enfermedad hepatica en
etapa terminal. Sin embargo, el éxito en el tratamiento de la
fibrosis ha sido mas dificil de lo que nadie habia anticipado,
y el optimismo inicial fue prematuro ya que todavia no
existen terapias antifibroticas aprobadas para la enfermedad
hepatica. En este momento, es oportuno evaluar dénde nos
encontramos en el camino hacia el éxito, qué hemos aprendido
y cuales son las necesidades actuales no satisfechas -tanto

clinicas como de investigacion- que finalmente se traduciran
en terapias efectivas. En esta revision enmarcamos nuestra
comprension de la fibrosis hepatica en el contexto de
los conceptos actuales y las necesidades insatisfechas,
destacando las areas que requieren mas investigacion, con la
esperanza de acelerar el éxito en el tratamiento de la fibrosis
que retrasa o previene las complicaciones de la enfermedad
hepatica en etapa terminal y mejorar los resultados.

La fibrosis progresiva generalmente sigue al dano hepatico
prolongado debido a una agresion infecciosa (HBV y HCV],
toxica/inducida por farmacos (principalmente inducida por
alcohol), metabdlica (NAFLD), colestatica o autoinmune.
Eventualmente, la fibrosis puede conducir a cirrosis
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clinicamente evidente e insuficiencia hepatica. La cirrosis se
define como una etapa avanzada de fibrosis, caracterizada por
la formacion de nddulos regenerativos del parénquima hepatico
que estan separados y encapsulados en tabiques fibréticos.

Histéricamente, la fibrosis hepatica se considerd durante
mucho tiempo un proceso pasivo e irreversible resultante
del colapso del parénquima hepatico y su reemplazo gradual
con tejido rico en coladgeno, pero innumerables estudios
han subrayado la importancia de la fibrogénesis activa que
conduce a la acumulacion de matriz extracelular (EMC;
cicatriz). Sorprendentemente, la patogenia de la fibrosis
hepatica recibid poca atencién hasta la década de 1980,
cuando las HSC (células hepéticas estelares), antes conocidas
como células de lto, lipocitos o células almacenadoras de
grasa, se identificaron como la fuente celular dominante de
ECM o cicatriz. El desarrollo de métodos reproducibles para
aislar estas células de roedores y humanos con una alta
pureza facilito su investigacion, inicialmente en HSC aisladas
luego de su “activacion” en cultivo y posteriormente mediante
analisis “in vivo".

La fibrogénesis, o la generacion de cicatriz, es un proceso
dindmico a una la lesidn crdnica que se caracteriza por
la acumulacion continua de MEC fibrilar, asociada con la
degradacion y remodelacion simultaneas de la matriz. Al
igual que los trastornos fibrogénicos en otros drganos y
tejidos, la fibrosis es una respuesta de curacion de heridas
bien orquestada. La respuesta a una lesion cronica difiere
sustancialmente de una lesion tisular aguda, en la que no
hay cicatrizacion progresiva. Desde una perspectiva evolutiva,
la fibrogénesis es una respuesta logica al dano tisular, al
encapsular la lesion y mantener la integridad del tejido
durante un tiempo suficiente para permitir la reparacion de
la especie. Sin embargo, con el tiempo, la respuesta fibrética
deteriora la regeneracion hepatica y acorta la esperanza
de vida, aunque en un marco de tiempo que ya no pone en
peligro la reproduccién de la especie. En términos clinicos,
la fibrosis tisular moderada generalmente no se asocia con
signos clinicos significativos o disminucion de la funcién de los
organos, pero es un determinante importante del prondstico
durante décadas y, a veces, en intervalos mas cortos.

PRINCIPIOS BASICOS

Las HSCs activadas son los efectores clave de la
fibrogénesis a través del aumento del depésito de ECM fibrilar
y la liberacidén de citocinas, quimiocinas y otros mediadores
que establecen, junto con las células inflamatorias, un entorno
profibrogénico, que afecta negativamente la regeneracion del
parénquima hepatico.

Aunque las HSC son la fuente principal de miofibroblastos
en el higado, otros tipos de células contribuyen al conjunto
de miofibroblastos fibrogénicos en la enfermedad hepatica
cronica. En particular, los miofibroblastos portales, que se
ubican alrededor de los conductos biliares y generan fibrosis
biliar. Los miofibroblastos derivados de la médula dsea también
se han implicado en pequeno grado en el proceso de fibrosis.

La activacion de HSC es estimulada por hepatocitos
danados y apoptéticos a través de varias vias convergentes.

Estos incluyen (1) alteracion de la ECM normal en el espacio
de Disse como consecuencia del dano de los hepatocitos y la
infiltracion inflamatoria; (2) liberacion de especies reactivas
de oxigeno y otros mediadores fibrogénicos/proinflamatorios;
y (3) reclutamiento de células inmunitarias, que a su vez
mantienen la activacion de HSC.

Laatencion se ha centrado en el microambiente profibrotico
del higado, con un interés creciente en el papel de las células
inmunitarias y subconjuntos especificos de macréfagos que
regulan la progresion o la regresion de la fibrosis (ver mas
abajo) y el papel de la microbiota intestinal. Otros estimulos
fibrogénicos incluyen la hipoxia tisular con el establecimiento
de un ambiente proinflamatorio anaerobio y la influencia de
las modificaciones epigenéticas en el condicionamiento la
progresion de la fibrosis.

La fibrogénesis durante una lesidon cronica aumenta
la cantidad, composicion y distribucion de diferentes
componentes de la ECM. En el higado sano, la ECM en el
espacio de Disse, el espacio entre las células endoteliales
y los hepatocitos, se compone principalmente de colageno
IV'y laminina. Durante la fibrosis progresiva, los colagenos
fibrilares, especialmente los coldgenos |y lll, reemplazan estas
estructuras similares a membranas basales de baja densidad.
Los éxitos recientes en la descelularizacion del tejido hepatico
humano normal y fibrético han arrojado conocimientos sobre
el “matrisoma” hepético sano y especifico de la enfermedad
(es decir, las propiedades bioquimicas y biomecanicas de la
ECM)]y ha aclarado nuestra comprension de, como las células
interactdian y responden a un microambiente tisular sano o
patoldgico. En particular, el entorno unico de ECM especifico
de la enfermedad afecta tanto la diferenciacion como la
funcion de los hepatocitos y ayuda a explicar los procesos
que promueven la progresion de la cirrosis y el desarrollo del
Hepatocarcinoma (HCC).

Las LSEC (células sinusoidales hepaticas) tienen
caracteristicas Unicas, incluida la presencia de poros, o
fenestras, que generalmente se pierden a medida que se
acumula la ECM subendotelial, en un proceso denominado
capilarizacion.Las LSEC estanimplicadas en elmantenimiento
de la mitosis de las HSC inactivas, la interferencia celulary en
el soporte para la regeneracion del higado.

Aungue algunos estudios han comenzado a definir las
respuestas de las LSEC mediante métodos unicelulares,
pocos han identificado las caracteristicas fenotipicas de las
LSEC en la funcion hepatica normaly cémo contribuyen en la
lesion hepatica, a la progresion y regresion de la fibrosis.

Los importantes avances técnicos en la captura de
transcriptomas unicelulares tanto en tejidos como “in situ”
ya estan proporcionando una claridad sin precedentes sobre
la funcion de las células individuales, su heterogeneidad y
su evolucion durante la progresion de la enfermedad, tanto
en modelos animales, como en el higado humano [ver a
continuacién, “Descubrimiento y Validacion de Objetivos”).

Necesidades no satisfechas

Con base en el progreso de los Ultimos 40 anos, las nuevas
oportunidades pueden proporcionar una comprension mas
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profunda y precisa de la fibrogénesis en la enfermedad

hepatica humana.

1. A pesar del amplio conocimiento sobre los mecanismos
celulares de la fibrosis hepatica, este conocimiento
se centra principalmente en las HSC. Los analisis
transcriptomicos de células individuales pueden
proporcionar informaciéon sin precedente sobre las
interacciones entre todos los tipos de células involucradas
en una respuesta fibrogénica y un microambiente en
evolucion en la progresion de la enfermedad. El “Santo
Grial” es aprovechar estas herramientas para comprender
mejor las relaciones intimas entre el dafo tisular, la
regeneracion, la fibrogénesis y el cancer.

2. Muchos principios de lafibrogénesis se extraen de modelos
bidimensionales en los que las HSC se activany se cultivan
en “plastico”, lo que puede llevar a conclusiones errdéneas
sobre sucomportamiento “invivo”. Un mayor refinamiento
y estandarizacion de los modelos tridimensionales (3D) “in
vitro”, que recapitulan fielmente el microambiente de las
enfermedades hepaticas humanas, acelerara el progreso.

3. La biologia celulary molecular de la fibrogénesis hepatica
debe distinguir entre los mecanismos “centrales” (es
decir, comunes a las enfermedades fibrogénicas que
afectan a diferentes drganos y que se caracterizan por un
papel evolutivo] y los mecanismos “reguladores”, que son
mas especificos del tejido y especifico de la enfermedad.

4. Ahorahayherramientasdisponibles paralacaracterizacion
moleculary funcional en profundidad de los subconjuntos
de macrdfagos y LSEC en lesiones hepaticas, fibrosis y
cancer de higado. Es probable que los esfuerzos para
vincular estos tipos de células con respuestas de tejidos
especificos, descubrirdn vias importantes y objetivos
terapéuticos.

LAS CAR,ACTERI'STICAS ESPECI'FI,CAS DE LA
ETIOLOGIA DE LA FIBROSIS HEPATICA Y LA
CIRROSIS

Existen distintos patrones de fibrosis relacionados con
la etiologia subyacente, que conducen a la cirrosis (Figura
1). Por ejemplo, la fibrosis biliar, que resulta de la doble
proliferacion de conductos biliares reactivos y células
similares a miofibroblastos periductulares en la interfase
portalparenquimatosa, conduce al desarrollo de fibrosis en
una direccion portal-portal que genera nédulos con tabiques
portal-portal que rodean el higado y donde la vena central y
sus conexiones con el tracto porta se conservan hasta etapas
tardias. Por el contrario, en la hepatitis viral crénica, el patrén
de fibrosis (denominado postnecrético) resulta de la necrosis
del puente portal-central (vena), creando asi tabiques
portal-centrales caracterizados por una neoangiogénesis
evidente, lo que conduce a un trastorno de la conexion
entre el sistema portal y la vena hepatica. Esta desconexion
vascular subyace a la hipertension portal precoz, observada
en este tipo de evolucion fibrogénica. La llamada evolucion
fibrogénica de centro a central (vena) se observa tipicamente
en la obstruccion del flujo venoso (p. €]., insuficiencia cardiaca
cronica) y se caracteriza por el desarrollo de tabiques de

centro a centro y “lobulacion inversa”. Finalmente, la fibrosis
pericelular y perisinusoidal son tipicas de las enfermedades
del higado graso alcohdlico y no alcohdlico, en las que
el depdsito de matriz fibrilar se concentra alrededor de
las sinusoides (capilarizacion) y alrededor de grupos de
hepatocitos (patron de alambre de gallinero). Estos diferentes
patrones de evolucion fibrogénica estan relacionados con:
(1) la localizacién topografica del dafo tisular, (2) la relativa
concentracion de factores profibrogénicos, y (3) el (los)
mecanismol(s) profibrogénicols) predominante(s). Ademas,
estos diferentes patrones pueden indicar la participacion de
diferentes efectores celulares de la fibrogénesis o al menos
diferentes subtipos de células fibrogénicas, como lo sugieren
modelos animales recientes, que utilizan secuenciacion de
RNA de una sola célula. Los diferentes patrones zonales
de fibrosis y etiologias también pueden dictar la tasa de
progresion de la enfermedad hepatica, la dinamica del
infiltrado necroinflamatorio, y el inicio y progresion de la
hipertension portal.

La progresion de la fibrosis hepatica a cirrosis, se
caracteriza por cambios estructurales importantes que
incluyen la capilarizacion de los sinusoides, la formacion
de septos fibrosos que rodean las regiones del parénquima
hepatico y una neoangiogénesis extensa con la formacion
de cortocircuitos vasculares intrahepaticos, entre el los
sistemas portal y de venas hepaticas. Ademas, la extension
de la neoangiogénesis, depende de los diferentes patrones de
evolucion fibrogénica, con la mas alta expresion en la forma
postnecrotica, después de la infeccion cronica por VHC.

En conjunto estas observaciones sugieren que el tipo
de cirrosis, basado en la etiologia y el patron, puede influir
en el manejo clinico y los posibles objetivos antifibréticos.
De hecho, el término cirrosis implica tradicionalmente un
pronostico adverso relacionado con las complicaciones de
la hipertension portal, el cancer hepatico y la insuficiencia
organica. En términos clinicos generales, la cirrosis se define
como “compensada” y “descompensada” segun el grado de
presion portal y la aparicidon de complicaciones clinicas. Sin
embargo, esta clasificacion dicotomica es una simplificacion
excesiva que pasa por alto eventos bioldgicos criticos, incluida
la presencia y el vigor de la regeneracion. Ademas, no refleja
el continuo de progresion de la fibrosis, con una variedad de
opciones terapéuticas especificas por etapa. En este contexto,
existe la necesidad de definir criterios de valoracion favorables
y desfavorables y de una evaluacion clinico-patologica
integrada.

Dicha evaluacién debe incluir la etiologia, el grado de
actividad, la comorbilidad, los factores de riesgo de malignidad
ylas caracteristicas potencialmente sugestivas de enfermedad
progresiva. De todos modos, la estratificacion actual de la
cirrosis, independientemente de la etiologia, todavia se basa
en la deteccion y seguimiento de la hipertension portal. EL
estandar de oro para la evaluacion de la hipertension portal,
es el gradiente de presion venosa hepatica (HVPG), es decir,
la diferencia entre las presiones venosas hepaticas en cuna
(WHVP) y libres. HVPG es el gradiente entre las presiones
en la vena porta y la porcion intraabdominal de la vena cava
inferior, mientras que WHVP en realidad refleja la presion
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Portal tract expansion

Normal hepatic lobule in post-necrotic fibrosis

Capillarization of sinusoids
portal tract

e.g.: chronic viral hepatitis,
autoimmune hepatitis

e.g.: chronic alcoholic hepatilis,

Pericentral fibrosis

Biliary fibrosis

Capillarization of sinusoids

e.g.: Primary Biliary Cholangitis,
NASH Primary Sclerosing Cholangitis

Porto-central with early
involvement of CLV — Sinusoidal
arterialization-Neo-angiogenesis

Direction of fibrosis
development

Zone 3 fibrosis with progressive
pan-lobular capillarization of
sinusoids

Portal-portal with progressive
cholestasis

FIGURA 1. Diferentes patrones de evolucion fibrotica en distintas hepatopatias cronicas. Se ilustran los tres patrones principales de evolucion fibrética. EL
patron “postnecrotico” es tipico de la hepatitis viral cronica y se caracteriza principalmente por una evolucion portocentral con compromiso temprano de
la vena centrolobulillar. La arterializacion sinusoidal y la neoangiogénesis también son tipicas de este patron. La fibrogénesis que se origina en la zona
lobulillar 3 (“fibrosis pericentral’) es una caracteristica principal de la hepatitis alcohdlica cronicay NASH. Aqui, la principal caracteristica es la capilarizacion
de los sinusoides en la zona 3 que progresivamente se vuelve panlobulillar. La fibrosis biliar, una caracteristica clave de la colangitis biliar primaria y la
colangitis esclerosante primaria, evoluciona principalmente de portal a portal con empeoramiento progresivo de la colestasis. CLV, vena centrolobulillar.

sinusoidal hepatica y no la presion portal en si. Mientras que
el HPVG normal es de 1 a 5 mm Hg, los valores mas altos
indican la presencia de hipertension portal,y elHPVG > 10 mm
(denominado hipertension portal clinicamente significativa),
predice el desarrollo de complicaciones de la cirrosis, que
incluyen la muerte. La HVPG > 12 mm Hg representa el
nivel umbral de hipertension portal que podria conducir a
hemorragia por varices.

Necesidades no satisfechas

A. En base a los patrones divergentes de fibrosis entre
etiologias, es posible que el desarrollo de hipertension
portal y sus caracteristicas clinicas también dependan
de la etiologia. Dado que el HVPG es la Unica medida
estandar directa en la que se basan las decisiones
clinicas y los parametros no invasivos, puede ser
necesario “restablecer” los umbrales del HVPG segun la
etiologia de la cirrosis. De hecho, datos recientes indican
que los umbrales clasicos del HVPG, desarrollados
principalmente en la cirrosis por VHC, no reflejan el riesgo
de manifestaciones clinicas en la cirrosis por EHNA, en la
que pueden desarrollarse complicaciones graves cuando
el HVPG aln es <10 mm Hg.

B. El andlisis de la composicion de la MEC (matrisoma) en
la cirrosis puede ser diferente segun la etiologia y, por lo
tanto, se deben buscar las firmas de proteinas especificas
segun la etiologia. Usando este enfoque, puede ser
posible identificar fragmentos de desprendimiento de
ECM especificos en plasma u orina para ser empleados
como biomarcadores especificos de enfermedades, de
estadificacion y/o de prondstico.

REVERSIBILIDAD DE LA FIBROSIS HEPATICA
Y DE LA CIRROSIS

La severidad de la fibrosis hepatica se encuentra entre
los predictores mas fuertes de los resultados clinicos de las
enfermedades hepaticas cronicas, especialmente NASH, vy,
por lo tanto, la investigacion actual se centra en determinar,
cuando es posible la mejoria de la fibrosis y cuales son sus
mecanismos subyacentes. En comparacion con las lesiones
cronicas en otros o6rganos, la progresion de la fibrosis en el
higado es generalmente lenta y evoluciona durante décadas.
Es probable que esta progresion mas lenta, refleje la notable
capacidad regenerativa del higado y también puede explicar
la mejora espectacular de la fibrosis que se observa cuando
se elimina la causa subyacente. No obstante, los mecanismos
subyacentes que vinculan la fibrosis y la regeneracion son
escasos. Desde una perspectiva practica, documentar la
regresion de la fibrosis, definida como una reduccion en el
contenido de ECM, es mas critico en pacientes con cirrosis,
con la expectativa de que los resultados clinicos puedan
mejorar. En un andlisis combinado de pacientes con cirrosis
por NASH en dos ensayos clinicos negativos, aquellos
cuya cirrosis retrocedié tuvieron significativamente menos
eventos clinicos. Para los pacientes sin cirrosis, un criterio de
valoracion primario razonable, es simplemente la atenuacion
de una mayor progresion, de modo que la cirrosis nunca se
desarrolle. De hecho, las agencias reguladoras consideran
que la prevencion de la progresion a cirrosis es un criterio
de valoracion clinico “duro” porque el diagndstico de cirrosis
confiere un riesgo creciente de complicaciones.

La regresion de la fibrosis en pacientes con enfermedad
hepatica cronica se ha reconocido durante décadas, en
pacientes en los que la enfermedad subyacente esta atenuada,
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por ejemplo, en aquellos curados de VHC, después de la
supresion antiviral del VHB o después de la descompresion
biliar quirdrgica en la fibrosis secundaria de vias biliares, entre
otros (revisado en Friedmany Bansaly en Rockeyy Friedman).
Con base en estas observaciones clinicas, combinadas con los
avances en las décadas de 1980 y 1990, con el aislamiento y
caracterizacion de tipos de células individuales en el higado,
hubo una serie de estudios en ese momento, que buscaban
mecanismos potenciales para explicar estas observaciones
clinicas notables. De hecho, se describid una lista creciente de
proteasas candidatas que degradan los constituyentes de las
cicatrices y sus fuentes celu-lares, lo que condujo a modelos
de degradacion de la matrizen el higado, en los cuales, ambos,
las HSC como los macréfagos hepaticos, estaban implicados
como fuentes de metaloproteinasas de la matriz (MMP).
La actividad de estas enzimas esta regulada, ademas, por
concentraciones relativas de moléculas inhibidoras conocidas
como Inhibidores Tisulares de Metalo Proteinasas (TIMP). En
la lesion hepdtica, la produccion elevada de TIMPs por parte
de las células estelares, se ha implicado como un importante
reostato funcional que restringe la actividad de estas MMPs.
Un estudio clave reciente, establecié que, los macréfagos
son una fuente de proteasas de la matriz, al de-mostrar
que su agotamiento en modelos de raton afecto el nivel de
regresion de la fibrosis. El trabajo adicional definié aiin mas,
los subconjuntos especificos de macréfagos criticos para la
degradacion de la matriz en modelos de ratén, especialmente
los macrofagos Ly6Cy otros (revisados en Roderfeldy Geervliet
y Bansall. En conjunto, existe evidencia de la produccion de
proteasa por multiples tipos de células en el higado, incluidos
macrofagos, neutréfilos, células dendriticas, endotelio
sinusoidal, epitelio biliar y células progenitoras. La evidencia
en los primeros modelos de ratén, ha reforzado la promesa
terapéutica de comprender la regulacion de las proteasas
en el higado con base en la evidencia de que el aumento o
la atenuacidn de la actividad de las proteasas de la matriz,
podrian influir ain mas en la acumulacion neta de fibrosis.

A pesar de esta promesa, sigue siendo dificil lograr
una comprension coherente de qué proteasas, células e
inhibidores, regulan la regresion de la fibrosis en el higado
humano y en los modelos experimentales se mantiene
impreciso; y el campo se ha movido en gran medida a
otros desafios en la comprension de la biologia del higado.
Este cambio radical puede haber reflejado la creciente
disponibilidad de modelos de ratones “knockout” para
estudiar otras vias mas manejables, combinado con fallas
en los ensayos clinicos que utilizaron inhibidores de MMPs
para atenuar otras enfermedades como la artritis, lo que
sugirié que la biologia de la degradacion de la matriz era mas
compleja de lo que se pensaba originalmente. De hecho, los
estudios clinicos iniciales de los inhibidores o activadores de
las proteasas en otros tejidos, ninguno de los cuales tuvo
éxito, probablemente fueron bastante ingenuos al suponer
que habia suficiente conocimiento sobre las actividades
pleiotrépicas de las MMPs y sus inhibidores y los sustratos
nativos de estas enzimas “in vivo”.

El rapido avance en el 2021, permitié el conocimiento

a profundidad sobre la biologia de la degradacion de la
matriz, que se ha expandido enormemente, lo que exige
un nuevo compromiso de los investigadores del higado.
Ahora sabemos que las MMPs son parte de una gran
superfamilia de metzincina que se compone de cuatro
subfamilias: matrixinas, astracinas, serralisinas bacterianas
y adamalisinas (ver Geervliet y Bansal y Chuang et al. para
excelentes revisiones). Entre las MMPs humanas, hay seis
grupos distintos que incluyen colagenasas, estromelisinas,
gelatinasas, matrilisinas, metaloproteinasas unidas a la
membranay otras.

Ademas, las funciones de estas enzimas se han ampliado
mucho mas alla de la degradacion de la matriz, para incluir la
escision de las moléculas de la superficie celular, la activacion
de factores de crecimiento latentes y la regulacion de la
senalizacion celular, ademds de servir como marcadores de
la actividad y el prondstico de la enfermedad. Entre muchos
ejemplos, MMP-7 se descubrié en una pantalla proteémica
imparcial, como un marcador de prondstico de atresia biliar,
insinuando la biologia de esta molécula cuya elucidacion
adicional podria proporcionar una vision mecanicista de la
enfermedad.

También hay una biologia emergente de Mediadores de
Prorresolucion Especializados (SPMs, por sus siglaseninglés),
que estan implicados en la resolucion de la inflamacion, lesion
y fibrosis hepéticas, especialmente en NASH. Estas son una
familia de moléculas lipidicas derivadas de omega-3. acidos
poliinsaturados con receptores bien caracterizados, que
pueden afectar significativamente la infiltracion de células
inflamatorias y la progresién de la enferme-dad hepatica.

Asi como hay “especies lipotdxicas™ cuya evanescencia
las hace dificiles de detectar en NASH, también hay especies
de lipidos saludables cuya caracterizacion adicional es un
area fértil para explorar terapias potenciales. Por ejemplo,
un estudio reciente identific6 un SPM, mare-sin-1, como
preventivo de inflamacion y progresion de NASH a través de
su agonismo del receptor nuclear de tirosina kinasa, como
receptor huérfano alfa en un modelo murino. No esta claro si
las SPMs contribuyenigualmente aantagonizarlaenfermedad
hepatica por otras causas ademas de NASH o si impactan
directamente en las células estelares/miofibroblastos
activados para reducir la fibrogénesis o inactivar estas células;
por lo tanto, estas son preguntas emocionantes para buscar
respuestas.

En paralelo a estos avances, el desarrollo y la aplicacién
de tecnologias analiticas unicelulares para el higado,
se han disparado en los Ultimos 2 afos. Una cantidad
rapidamente creciente de conjuntos de datos que revelan los
transcriptomas y proteomas especificos de células completas
de la enfermedad hepatica humanay los modelos de roedores
han creado nuevas oportunidades para caracterizar las
interacciones ligando-receptory definir objetivos terapéuticos,
entre otras aplicaciones, que se combinan con técnicas
que incluyen la transcriptomica espacial y la proteémica
espacial, estas tecnologias, prometen revolucionar nuestra
comprension de los mecanismos de las enfermedades y el
desarrollo de farmacos.

asUaI suowwo?) annyeal) a)qeandde ayy Aq pausanob ale sajaryie v ‘asn Jo sa)nu Joj A1eagr] aurjuQ A3)ipA U0 (SUOLIPUOD-PUE-SLLI)/W0d a)ImAIeIqNaUNUO//:StY) SUOIIPUOY PUE SULB] BU) 89S “[770Z/21/50] U0 A1eiqry aunug A3)ip * eweued 8UeIya0) - OpYy aLio] Aq 68776 day/z00L 01/10p/wod AaymAleignaunuo sandp)see//:sdyyy wioiy papeojumoq ‘Z ‘7207 ‘08664251



FIBROSIS HEPATICA 2022: NECESIDADES INSATISFECHAS Y UN PLAN PARA EL FUTURO

Necesidades no satisfechas

Estos emocionantes avances biolégicos y técnicos
conjuntamente, nos obligan a revisar los mecanismos
de degradacion de la matriz en la regresion de la fibrosis
hepatica. Ahora existe el conocimiento y la experiencia para
abordar varias cuestiones clave:

A. ;Cuales son los sitios celulares de expresion de todos los
RNAm y proteinas de proteasas de mamiferos conocidos
en el higado normal y lesionado? Seguro que surgen
sorpresas. Por ejemplo, el interrogatorio de un conjunto
de datos transcriptomicos de una sola célula de cirrosis
humana, revela multiples fuentes celulares de TIMP-1
(datos no mostrados), a pesar de que las HSC se habian
definido como la Unica fuente reconocida en estudios
anteriores.

B. ;La expresion de RNA se correlaciona con la expresion de
proteinas para proteasas y sus inhibidores?

C. ;Cudles son las funciones o vias adicionales que regulan
la expresion de inhibidores y proteasas de matriz, y qué
dianas terapéuticas descubriran?

D. ;Las vias que regulan la degradacién de la matriz se
conservan en los tejidos o son exclusivas del higado?
¢ Estas vias son las mismas en todas las enfermedades
hepaticas y estadios de fibrosis?

E. ;Cuéles son los sustratos enddgenos y los resultados
biolégicos de las acciones de las proteasas en el higado
normal y lesionado y durante la progresion o regresion de
la fibrosis?

F. ;Ddnde estan activas las proteasas dentro del higado
normaly lesionado, y cuales son las célulasy los sustratos
con mayor probabilidad de ser regulados por ellas?

G. jLas proteasas son la base del vinculo entre la regresion
de la fibrosis y la regeneracion? El higado es notable
porque la regeneracion saludable no induce fibrosis,
mientras que la fibrosis avanzada impide la regeneracion.
Por lo tanto, jcuéles son los elementos de la regresion
de la fibrosis asociados con la curacion de la enfermedad
hepatica subyacente que también conducen a una funcion
hepatica mejorada, por ejemplo, en pacientes tratados de
forma efectiva por hepatitis B o C?

Estas preguntas resaltan la enorme necesidad y la
oportunidad de avanzar en nuestra comprension de la
degradacién de la matriz y su vinculo con la regeneracion del
higado en la enfermedad hepatica humana. Es seguro que los
continuos avances tecnoldgicos facilitaran ain mas el estudio
de estas cuestiones importantes y poco exploradas.

EVALUACION DE LA FIBROSIS HEPATICA

La histopatologia ha sido una herramienta fundamental en
el diagnostico y tratamiento de los trastornos hepaticos. No
obstante, laevaluacidn de lafibrosis hepatica en laenfermedad
hepatica cronica, era meramente descriptiva hasta principios
de la década de 1990, cuando el descubrimiento del VHC y el
lanzamiento de ensayosterapéuticos paralahepatitisviral llevd
aldesarrollo de sistemas de puntuacion semicuantitativos, los
cuales permitieron definir diferentes etapas de enfermedad

progresiva. Estos esfuerzos concluyeron que el estadio de
fibrosis es el predictor individual mas importante y significativo
de morbilidad y mortalidad. Sin embargo, en la practica clinica,
la cuantificacion de la fibrosis sigue siendo semicuantitativa
y subjetiva. La introduccion de la morfometria asistida por
computadora, que permite la evaluacion cuantitativa y objetiva
de la fibrosis hepatica, es un intento de ir mas alla de los
sistemas semicuantitativos. Como se destaco anteriormente,
el Area Proporcional de Colageno (CPA) puede subclasificar
con precision la cirrosis y es el Unico predictor validado de
descompensacion clinica en comparaciéon con todos los
demas sistemas de subclasificacion histologica descritos
hasta la fecha. A pesar de ello, los sistemas semicuantitativos
siguen siendo ampliamente utilizados en la practica clinica 'y
en los ensayos clinicos, aunque son menos apropiados que el
CPA. El advenimiento de la patologia digital, que ahora puede
basarse entécnicas de escaneo paraimagenesde portaobjetos
completos, aumentara exponencialmente la velocidad y la
flexibilidad en la evaluacion de imagenes histopatologicas
digitales y finalmente facilitara la aplicacion de inteligencia
artificial (IA], con la creacion de maquinas con algoritmos de
diagndstico de aprendizaje (ML). Recientemente, se demostro
que un modelo de ML basado en portaobjetos de biopsia
de higado tenidos con tricromicos predice, por ejemplo,
hipertension portal clinicamente significativa en pacientes
con NASH y cirrosis.

Actualmente, la elastografia, la ecografia, la TC y la
RM son las principales modalidades de diagnéstico por
imagenes utilizadas en hepatologia. En particular, la utilidad
de los biomarcadores basados en RM para la deteccion de
caracteristicas de NAFLD y su uso potencialen laclinicaoenla
investigacion clinica en NAFLD, esta avanzando rapidamente.
En este contexto, las imagenes hepaticas funcionales también
pueden acelerar el desarrollo de nuevos tratamientos para
NASH; especialmente cuando el modo de accion de estos
farmacos puede reflejarse mejor en los cambios de la funcidon
hepatica.

Una de estas modalidades, la resonancia magnética
realzada con acido etoxibencil dietilentriamina pentaacético
de gadolinio (Gd-EOB-DTPA), se basa en el uso de un agente
de contraste de resonancia magnética, especifico para el
higado, gadoxetato disddico que, cuando se inyecta por via
intravenosa, se absorbe en los hepatocitos. a través del
transportador del polipéptido 1 transportador de aniones
organicos y se excreta en la bilis a través del transportador de
la proteina 2 asociada a la resistencia a multiples farmacos.
En particular, la RM realzada con Gd-EOB-DTPA tiene una
excelente correlacion con la evaluacién histopatoldgica de la
fibrosis hepatica y su estadificacion.

Necesidades no satisfechas

A. La validacion de la IA (Inteligencia Artificial] en el analisis
de datos de imagenes digitales y la patologia, junto con
los registros médicos electronicos, abrird una nueva
era de la medicina de precision en la Hepatologia lo que
transformarad progresivamente la practica clinica. Los
esfuerzos en curso deben superar la inercia para resistir

35U3217 suowwo) aAneal) ajqeandde ayy Aq pauianob aie sajane v ‘asn Jo sayni 1oy A1eigr] aunuQ A3 uo (SUOLIPUOD-pue-Swa)/wod ke M Aieignauruo//:sdiy) suonIpuoy pue swia) 3y 385 [7z07/Z1/50] uo Aleiqr sunug As)ip * euseued aueiyao) - opyy auoj Aq Gg7z¢ dau/z0p1 01/10p/wod kaymAieignaunuo-sqndpisee)/-sdiy oy papeojumoq ‘7 ‘7207 ‘0SEELZS1



FIBROSIS HEPATICA 2022: NECESIDADES INSATISFECHAS Y UN PLAN PARA EL FUTURO

el cambioy, en su lugar, promover la validacién y adopcion
de estas tecnologias emergentes.

B. Las funciones del hepatélogo, el patélogo y el radilogo
deben evolucionar a medida que la medicina de precision
basada en IA se integra en la atencién clinica. Cuanto
deben confiar estos especialistas en estos métodosy como
pueden aprovecharse de manera efectiva para mejorar los
resultados, estos seran desafios continuos.

C. La estratificacion de la cirrosis, que actualmente se basa
en gran medida en indirectos, debe basarse en cambio
en biomarcadores precisos que cuantifiquen con mayor
precision los cambios sutiles en la funcién hepatica,
la hemodindmica, la inmunidad y la inflamacion, y la
regeneracion. Tal clasificacion multidimensional puede
incorporar caracteristicas moleculares y celulares, tanto
en el higado como en la sangre, junto con las lecturas
funcionales y de imagenes.

EVAL,UACI(')N NO INVASIVA DE LA FIBROSIS
HEPATICA

Hay una gran necesidad de metodologias para evaluar
en forma no invasiva la estructura y funcién hepatica con
precision y reproducibilidad. Actualmente, las agencias
reguladoras requieren biopsias de higado para mostrar
evidencia de beneficio en estudios de fase 2B o fase 3, antes de
la posible aprobacion de terapias antifibréticas. Sin embargo,
es axiomatico que la biopsia hepatica deba ser reemplazada
como método para evaluar la fibrosis, debido a su invasividad,
la variabilidad del muestreo y la naturaleza estatica de la
informacion que proporciona. Ademas, un nimero cada vez
menor de gastroenterdlogos y hepatdlogos realizan biopsias
y, por lo tanto, la experiencia entre ellos esta disminuyendo,
mientras que las biopsias son realizadas por radiélogos, al
menos en los Estados Unidos.

Los ensayos clinicos en enfermedades fibréticas de
otros drganos, por ejemplo, los pulmones, no se basan en
el andlisis de tejidos, sino en lecturas clinicas, de imagenes
y pruebas funcionales; y, sin embargo, ningln dérgano tiene
un repertorio funcional mas rico que el higado, lo cual no
esta suficientemente aprovechado por las tecnologias mas
utilizadas. Ademas, incluso la aprobacién de medicamentos
antifibroticos basados en la mejora de la biopsia, sera
condicional y requerirad evidencia a largo plazo de mejores
resultados clinicos para su aprobacién completa porque
la biopsia se considera un “sustituto” de los criterios de
valoracion “duros” de mejorar, la forma en que el paciente
se siente, funciona o sobrevive (es decir, mejoria clinica).
Independientemente, mientras se requieran biopsias,
los esfuerzos para validar métodos digitales altamente
cuantitativos para evaluar todos los elementos de la biopsia,
combinados con enfoques de ML, deben explorarse lo mas
rapido posible, como se destaca en la seccion anterior.

Los diagnosticos no invasivos para fibrosis estan
evolucionando rapidamente. Las amplias clases de
herramientas de evaluacion no invasivas incluyen (1) analisis
de suero, utilizando pruebas de laboratorio estandar (p.
ej., Fibrosis-4), andlisis patentados para componentes de

la matriz (p. e]., fibrosis hepatica mejorada, propéptido de
colageno tipo Il N-terminal [ProC3]/ProC5), protedmica,
lipidémica, microRNA, y componentes del microbioma; (2]
pruebas de diagnostico por la imagen (TC, IRM o tomografia
por emision de positrones) que pueden cuantificar la grasa,
la inflamacion y la fibrosis del higado, asi como la rigidez del
higado como sustituto del contenido de la matriz (revisado
en Besutti et al. y Ajmena y Loomba), también se estan
desarrollando técnicas para obtener imagenes del contenido
de coldgeno usando directamente sondas especificas de
colageno, (3] evaluacion del microbioma, porque el patron y
la diversidad del microbioma para bacterias, hongos y virus
que evolucionan con la progresion de la enfermedad; y (4)
pruebas funcionales, que miden la derivacion intrahepatica,
la actividad microsomal, o la actividad proteolitica en el higado
o en la circulacion.

A pesar del progreso sustancial y la inversion significativa
en el desarrollo de marcadores no invasivos de fibrosis
hepatica, ninguno ha sido capaz de suplantar a la biopsia. Hay
una tendencia creciente a combinar las pruebas existentes o
las que estan en desarrollo, pero es demasiado pronto para
determinar si tales esfuerzos alcanzaran los altos estandares
de precision y valor predictivo requeridos por las agencias
reguladoras antes de que la biopsia pueda abandonarse como
medida del contenido de fibrosis y la respuesta a la terapia.
Ademas, los esfuerzos como estos se ven obstaculizados por
el requisito de correlacionar los resultados con la biopsiay, por
lo tanto, es mas probable que su éxito se deba a la evidencia
de que estas pruebas no invasivas predicen eventos clinicos, lo
que requerira estudios a largo plazo o validacion en pacientes.
que tienen un riesgo mas inminente de complicaciones (es
decir, con fibrosis mas avanzada).

Necesidades no satisfechas

Ademas de la clara necesidad no satisfecha de reemplazar
la biopsia, existen preguntas criticas que deben abordarse a
medida que se desarrollan mas las pruebas no invasivas:

A. ;Qué actividades bioldgicas debemos medir?

lil. ;Fibrogénesis versus contenido de fibrosis? Debido
a que existe un retraso de duracién desconocida
entre los cambios en la actividad fibrogénica de los
miofibroblastos y suimpacto en el contenido de fibrosis
en el higado, se debe invertir un mayor esfuerzo en
caracterizar la actividad fibrogénica, con la esperanza
de proporcionar una lectura mas sensible y receptiva
de la actividad del farmaco antifibrético. Esfuerzos
de este tipo podrian incluir medidas de actividad
de unién por receptores celulares expresados en
células fibrogénicas (p. €j., receptores para factor de
crecimiento derivado de plaquetas beta (B-PDGF)
o colageno tipo VI, entre otros). Si bien varios de
los paneles de marcadores séricos ampliamente
utilizados incluyen ensayos de moléculas de matriz
o sus fragmentos, los mecanismos subyacentes a su
liberacion enlasangreylos niveles circulantes no estan
bien caracterizados vy, por lo tanto, su plausibilidad
bioldgica no estd completamente establecida. Por otro
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lado, las imagenes especificas del colageno hepatico
u otros componentes de la ECM pueden permitir una
evaluacion mas directa de su contenido en higado.

ii). ;Reserva funcional y regeneracion? Como se ha
senalado, el higado es un érgano funcionalmente rico
que regula innumerables funciones metabédlicas y
homeostaticas, con un secretoma inigualable y, por lo
tanto, los esfuerzos continuos para capturar lecturas
funcionales de la salud y la enfermedad del higado
exigen una mayor inversion. En la cirrosis, medidas
como el modelo para la puntuacion de la enfermedad
hepatica en etapa terminal, que reflejan claramente la
funcion, predicen contundentemente los resultados;
sin embargo, no estd claro si las caracteristicas
sutiles y pasadas por alto de la funcion hepatica
podrian detectarse en etapas mas tempranas; datos
iniciales usando la prueba HepQuant, insinta que
esto puede ser posible. Los esfuerzos para catalogar
el proteoma y el lipidoma en la enfermedad hepatica,
son prometedores, pero los componentes analiticos
candidatos, generalmente carecen de plausibilidad
bioldgica (es decir, como contribuyen a la enfermedad
hepética y por qué cambian), lo que socava el interés
en su desarrollo. Por otro lado, la regresion de la
fibrosis en pacientes curados del VHC o tratados por
el VHB conduce a una funcion hepatica mejorada
asociada con la regeneracion, sin embargo, casi no
se ha hecho ningun esfuerzo por capturar las senales
regenerativas, ya sea mediante la evaluacion de las
moléculas secretadas. o por imagen.

(iii). ;/Angiogénesis? La angiogénesis es una parte vital de
la reparacion del higado, pero también un requisito
para la tumorogénesis y las distinciones mecanicas
entre estos dos contextos no estan aclarados. Aun asi,
se ha pasado por alto la evaluacion cuantitativa de la
actividad angiogénica como una lectura de la curacidn
hepatica o de respuesta a la terapia.

B. ¢ Se requeriran diferentes marcadores no invasivos para
las diferentes etapas de la enfermedad hepatica o en
diferentes enfermedades subyacentes? Es bastante
probable que las diferentes etapas de la enfermedad
tengan distintos impulsores patogénicos, especialmente
en NASH donde el contenido de grasa disminuye con la
progresion hacia la cirrosis. De manera similar, algunas
caracteristicas de la patogenia de la fibrosis son distintas
en diferentes enfermedades vy, por lo tanto, es probable
que existan marcadores especificos de la enfermedad.
Un ejemplo reciente y sorprendente es el microambiente
inmunitario, que es distinto en NASH en comparacion con
otras etiologias de enfermedad hepatica, de modo que los
pacientes con NASH y HCC tienen menos probabilidades
de responder a los inhibidores “checkpoint”. Del mismo
modo, las diferencias sutiles, no detectables por la
histopatologia convencional o los marcadores de la
enfermedad, bien pueden ser la base de las diferencias
en la progresion o regresion de la fibrosis. De hecho, la
evidencia preliminar indica que, entre los pacientes con

cirrosis, la regresion de la fibrosis en NASH puede ser
menos probable que en otras enfermedades hepaticas, al
menos después de la cirugia bariatrica.

C. {Se deben usar los marcadores solos o en combinacion?
El enfoque para combinar diferentes modalidades
diagnosticas ha sido completamente empirico, buscando
diferentes combinacionesde pruebasde sangre,deimagen
y funcionales para definir el estadio de la enfermedad
hepatica y predecir los resultados clinicos. Sin embargo,
los enfoques de macrodatos que usan ML y la |A brindan
oportunidades incomparables para seleccionar de forma
mas racional los objetivos terapéuticos, definir el estadio
de la enfermedad y predecir la respuesta a las terapias.
Por supuesto, los nuevos algoritmos que usan estos
enfoques son tan buenos como la calidad de los datos
ingresados, especialmente caracteristicas histoldgicas.
Por lo tanto, la validacion de algoritmos no invasivos, debe
basarse en especimenes de biopsia de higado altamente
cuantificados, utilizando las estrategias de patologia digital
descritas anteriormente.

DESCUBRIMIENTO Y VALIDACION DE

OBJETIVOS

El descubrimiento de objetivos antifibréticos es un campo
muy dindmico, ya que aumenta la evidencia de la regresion
de la fibrosis y la progresién atenuada en respuesta a terapias
especificasdelaenfermedadhepaticahumanalp.ej.,antivirales).
El enfoque convencional y mas ampliamente utilizado requiere
la identificacion de moléculas cuyo antagonismo o agonismo
podria influir en la fibrogénesis o en el recambio de la matriz
en funcion de sus funciones bioldgicas conocidas. Luego, se
pueden desarrollar propuestas terapéuticas especificas, que
primero se prueban en cultivos celulares, luego en animales y
finalmente en humanos, si el farmaco sigue siendo prometedor
através de estas etapas de desarrollo. Para identificar objetivos
potenciales, existe una variedad rica y en expansion de datos
disponibles que caracterizan la expresion de genesy proteinas
tanto del dominio publicoyen los conjuntos de datos patentados
derivados de tejidos de roedores, de humanos y en células
aisladas. En particular, el andlisis de células individuales ha
permitido la construccion de mapas completos y detallados de
la heterogeneidad de células fibrogénicas no solo en el higado
sino también en otros tejidos. Estas notables herramientas,
no solo iluminan los subtipos de miofibroblastos en diferentes
enfermedades hepdticas, sino que también nos permiten
determinar si las terapias candidatas dirigidas a las células en
el higado, también podrian afectar otros tejidos, reduciendo asi
la posibilidad de efectos inesperados fuera del objetivo para
terapias dirigidas al higado. Estos conjuntos de datos masivos
y complejos también requieren la asimilacion de nuevas
habilidades informaticas para extraer informacion relevante,
pero pueden definir rapidamente objetivos potenciales en
funcion de sul(s) sitiols) celular(es) y tisular{es) preferidol(s)
de expresion, localizacion (superficie celular, intracelular o
circulacion) y asociacion con procesos bioldgicos especificos
(p. e]., secrecion, respuestas al estrés, apoptosis, proliferacion
y otros).
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Ademas de estos enfoques “impulsados por hipétesis” para
identificar objetivos basados en las funciones conocidas de las
moléculas en la fibrosis, existen enfoques computacionales
y de deteccion emergentes que son imparciales y no hacen
suposiciones sobre lo que las moléculas podrian hacer en
las enfermedades fibréticas. Los enfoques integrales de
este tipo pue-den aplicar perturbaciones especificas, como
pequenos RNA de interferencia o pantallas CRISPR para
definir vias criticas o mediadores cuya inhibicion reduce la
actividad fibrogénica en los miofibroblastos. Si bien se usa
ampliamente para descubrir objetivos de cancer, este enfoque
también se puede aplicar para objetivos relacionados con la
fibrosis tanto en células aisladas como “in vivo”. Los enfoques
ortogonales que integran la expresion génica espacial,
los datos protedmicos y los ensayos que identifican los
objetivos genéticos que tienen cromatina abierta, utilizando
el ensayo para la cromatina accesible a la transposasa con
secuenciacion de alto rendimiento, pueden aprovechar aun
mas estos enfoques imparciales para el descubrimiento de
objetivos. Estas tecnologias pueden fortalecerse ain mas
mediante enfoques de ML, para refinar la identificacion y
validacion de objetivos y mejorar la probabilidad de éxito
clinico.

Otro enfoque imparcial, la reutilizacion de farmacos
basada en computacién, se ha validado en una serie de
enfermedades, en las que se examina un gran nimero de
farmacos existentes para determinar su capacidad de revertir
la firma de un gen de la enfermedad en células cultivadas,
identificando asi candidatos con actividad potencial, cuya
actividad inicial, no estaba relacionada con la fibrosis. Uno de
nosotros (Scott. L. Friedman) ha utilizado este enfoque para
identificar dos farmacos antifibroticos candidatos a pesar
de no tener un vinculo previo con la biologia de las células
estelares o de la fibrosis hepatica.

Complementando estos enfoques, los objetivos potenciales
pueden surgir de estudios imparciales de asociacion de todo
el genoma que vincula variantes genéticas especificas con los
resultados de la enfermedad. Por ejemplo, un polimorfismo
en el gen “patatin like phospholipase domain containing 3"
(PNPLA3 por sus siglas en ingles),) esta asociado con el riesgo
de NASH, no solo a través de su efecto sobre el metabolismo
de las grasas en los hepatocitos, sino también a través de
una accion directa, efecto que mejora la actividad fibrogénica
de las HSC debido a que las variantes gendmicas a menudo
se descubren dentro de genes previamente desconocidos,
estos enfoques pueden revelar vias bioldgicas, como fue el
caso con el descubrimiento de PNPLA3. Las terapias pueden
evolucionar directamente a partir de informacion genémica
de este tipo, replicando el efecto de variantes protectoras o
antagonizando variantes causantes de enfermedades. Un
ejemplo convincente ha sido la identificacién de una variante
en el gen de la Proproteina Convertasa Subtilisina/Kexina
tipo 9 (PCSK9), que fue protectora contra la enfermedad de
las arterias coronarias, lo que inmediatamente condujo a
esfuerzos exitosos para antagonizar terapéuticamente a
PCSK9. De manera similar, ahora hay esfuerzos en curso para
alterar la funcion de PNPLA3 como una estrategia terapéutica

en NASH basada en la biologia de la variante asociada a la
enfermedad.

Si bien no existe un perfil ideal Unico de un objetivo
antifibrotico expresado por células estelares/miofibroblastos
activados, algunas caracteristicas importantes deben incluir
lo siguiente: (1) ELl objetivo es facilmente accesible. Los
receptores de la superficie celular son mas sencillos de activar,
pero los métodos estan evolucionando para entregar cargas
Gtiles intracelulares a la célula estelar, por ejemplo, usando
un sistema de entrega liposomal que contiene vitamina A que
entrega un RNA de horquilla corta dentro de la célula. (2) La
inhibicion o alteracion del objetivo no interfiere con la funcién
normal de las células estelares y del higado. Una estrategia
atractiva es apuntar a moléculas que solo son expresadas
por células estelares/miofibroblastos activados, minimizando
asi cualquier impacto en las funciones homeostaticas de las
células estelares, incluido el metabolismo de la vitamina Ay
el apoyo a la regeneracion hepatica. Un ejemplo temprano es
el receptor PDGF-B, que se induce marcadamente durante
la lesion, pero hay muchos otros. (3) El objetivo se expresa
de forma mas intensa o selectiva en el higado lesionado. Si
bien no existe una sola molécula que sea absolutamente
especifica de células estelares, los efectos fuera del objetivo
en otros organos pueden minimizarse interrogando conjuntos
de datos de expresion génica para determinar los niveles de
expresion de un objetivo candidato, tanto en el higado normal
como en otros tejidos. Ademas, los métodos de administracion
de farmacos podrian contribuir a la identificacion de
biomarcadores para emplear un enfoque de direccionamiento
dualque requiere la participacion de dos moléculas, que juntas
pueden tener una especificidad mucho mayor. Por ejemplo,
las células estelares expresan un heterodimero compuesto
por el receptor tipo 1 de angiotensina I, combinado con el
receptor cannabinoide tipo 1, cuya expresion puede estar mas
restringida al higado.

En la farmacologia de las potenciales terapias influira
su atractivo como tratamiento para la fibrosis hepatica.
Estas caracteristicas incluyen la via de administracion, la
frecuencia, la tolerabilidad, las interacciones farmacolodgicas
y la seguridad. Si bien las moléculas pequenas son mas
atractivas porque se pueden administrar por via oral, algunos
agentes bioldgicos mas grandes, incluidos los anticuerpos y
las formulaciones de acido nucleico, se pueden administrar
con poca frecuencia, a veces mensualmente o incluso con
menos frecuencia, lo que reduce la ventaja de las terapias con
moléculas pequenas.

Las pruebas de candidatos a terapias antifibréticas pueden
progresar de sistemas simples a sistemas mas complejos y
de animales pequenos a primates no humanos, antes de las
pruebas clinicas en humanos. Cuanto mas representativa
sea una plataforma de prueba de su comportamiento “in
vivo” en la enfermedad hepatica humana, mayor sera el
nivel de con-fianza en su eficacia potencial como farmaco.
Para las moléculas de accion directa destinadas a atenuar
la fibrogénesis de células estelares, las células estelares
tanto primarias como inmortalizadas de ratén y humanas
son una solida herramienta de validacion inicial, siempre que
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expresen las moléculas diana relevantes de manera similar a
su expresion “in vivo”. Mas recientemente, la generacion de
HSC a partir de células madre pluripotentes inducidas, han
ofrecido la perspectiva de replicar antecedentes genéticos
especificos dentro de las células que pueden contribuir
al riesgo de enfermedad, la patogénesis y/o la actividad
fibrogénica.

Los modelos de cultivo para probar agentes antifibréticos
son cada vez mas sofisticados en un esfuerzo por imitar
mejor las propiedades fisicas, quimicas e intercelulares
del higado fibrético humano. Estos enfoques incluyen
organoides unicelulares o multicelulares, rebanadas de
higado cortadas con precision de higado humano o de
roedores normales o enfermos, y el uso de sustratos de
rigidez variable. Ademas, los dispositivos de higado artificial
(“Liver on a Chip”) buscan replicar sistematicamente todos
los elementos celulares, mecanicos y solubles del higado
humano utilizando componentes definidos en plataformas
altamente reproducibles; estas tecnologias se optimizan
aun mas mediante el uso de la impresion 3D. Una tecnologia
relacionada, como se sefald anteriormente, es el uso de
andamios 3D de ECM para evaluar con mayor precision el
impacto de los materiales derivados directamente del higado
humano como respuestas a los medicamentos.

Una discusion detallada de modelos animales para probar
farmacos antifibréticos estd mas allad del alcance de este
articulo y ha sido objeto de revisiones recientes, enfocadas
especialmente en NASH. No obstante, los elementos clave de
cualquier modelo que pruebe farmacos antifibréticos deben
incluir lo siguiente: (1) La patogénesis de la enfermedad y el
comportamiento de las células fibrogénicas deben imitar la
enfermedad humana; (2) las dianas terapéuticas candidatas
especificas deben ser expresadas por las mismas células
y en niveles comparables a la enfermedad humana;(3) la
eficacia debe validarse en mas de un modelo, y los modelos
deben ser mecénicamente distintos; (4) los medicamentos
deben ser eficaces cuando se administran después de que
la enfermedad ya estd establecida, similar al entorno clinico,
en lugar de Unicamente preventivos; (5) la farmacologia del
farmaco debe ser similar entre roedores y humanos; (6) debe
haber evidencia de compromiso con el objetivo, es decir,
que el efecto de un farmaco debe atribuirse directamente
a la interaccion con su objetivo previsto y no a través de una
actividad fuera del objetivo.

Si bien los modelos de fibrosis hepatica en roedores han
sido pilar de las pruebas de farmacos durante décadas, existe
una creciente frustracion con su relevanciay su traduccionala
eficacia de los farmacos en humanos, especialmente porque
ningun farmaco ha sido probado. Y ain no ha sido aprobado
para la fibrosis hepatica, a pesar de muchas perspectivas
prometedoras basadas en estudios con animales. Este
problema se ha abordado en revisiones recientes, y aqui des-
tacamos tres puntos clave. (1) La contribucion potencial del
microbioma. Estudios Elegantes recientes demuestran que
la composicion del microbioma puede influir en la eficacia de
los farmacos en modelos animales, de modo que el uso de
animales con un microbioma de ratdn salvaje mas complejo

predice mas fielmente los resultados posteriores en ensayos
con humanos, aunque este hallazgo aln no se ha extendido
a estudios que prueban farmacos antifibréticos. (2) Corta
duracion de la enfermedad en los animales. La enfermedad
hepatica humana evolucioné durante décadas, lo que
permitid la reticulacion progresiva del colageno que lo hace
mas insoluble y la distorsion de la arquitectura hepatica. Es
posible que estas caracteristicas criticas no se reproduzcan
por completo en el intervalo relativamente corto que se utiliza
para los modelos de roedores que prueban los farmacos
antifibréticos. (3) Debido a que mdltiples vias impulsan las
terapias para la NASH, es posible que no sea suficientemente
activo dirigirse a una sola via o molécula. Un estudio reciente
ha definido redes de expresion génica que juntas estimulan
la fibrosis en NASH, lo que implica que puede ser necesaria
la interrupcidn de mdultiples vias para lograr un beneficio
terapéutico. (4) ELNASH puede estar compuesta por diferentes
subtipos que tienen diferentes impulsores de la enfermedady,
por lo tanto, diferentes objetivos terapéuticos. Se han descrito
subtipos de enfermedades, también llamados endofenotipos,
tanto en la diabetes como en el NASH, pero aun no se han
explotado para enriquecer los ensayos clinicos con subgrupos
especificos de pacientes.

Necesidades no satisfechas

A. Aprovechar nuevas y poderosas lineas tecnoldgicas
para identificar y optimizar objetivos terapéuticos e
identificar biomarcadores. Ha llegado el momento de
aprovechar las tecnologias unicelulares y los algoritmos
de reutilizacion de farmacos, impulsados por IA, para
refinar los candidatos como objetivos terapéuticos. Estos
esfuerzos deben complementarse con un analisis mas
profundo de muestras de higado humano de pacientes
en ensayos clinicos, tanto de los que responden como de
los que no responden, para identificar qué marcadores
se corresponden con un beneficio terapéutico. Dichos
esfuerzos pueden no solo descubrir impulsores
moleculares inesperados de eficacia, sino también
identificar candidatos para biomarcadores de contenido
o actividad fibrética, que podrian producir diagnésticos no
invasivos.

B. Optimizary validar lineas sélidas para pruebas preclinicas
de farmacos. Los enfoques actuales consumen mucho
tiempo y son demasiado optimistas para predecir la
eficacia de los medicamentos utilizando modelos de
enfermedades en roedores. Los refinamientos en
estos modelos animales, posiblemente mediante la
manipulacion del microbioma, pueden complementarse
con organoides mas sofisticados y otros modelos “ex
vivo” complejos, traduciéndose en predictores de eficacia
derivados de tejidos humanos en estos procesos de mayor
rendimiento.

C. Para los estudios que dependen de la biopsia, validar
los métodos de patologia digital. El rico conjunto de
datos generado por estos métodos establece una sélida
justificacién para evaluar su utilidad en la cuantificacion
de la respuesta a las terapias y la prediccion de eventos
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clinicos. Estos esfuerzos requerirdn acceso a un gran
numero de biopsias de higado de cohortes longitudinales.

D. Desarrollar fundamentos basados en datos para terapias
combinadas. Los ensayos clinicos realizados hasta lafecha
con farmacos Unicos en fibrosis por NASH, han mostrado
una eficacia decepcionante, lo que ha provocado esfuerzos
para probar terapias combinadas que atacan diferentes
dianas subyacentes de la patogenia de la enfermedad.
Sin embargo, la eleccion de las combinaciones ha sido
totalmente empirica y, a menudo, determinada por los
farmacos disponibles para un patrocinador comercial. Se
deben acelerar los esfuerzos para aprovechar los sistemas
preclinicos o de alto rendimiento (p. ej., organoides) para
evaluar las respuestas transcriptomicas o protedmicas
globales a un gran nimero de combinaciones. Aquellas
combinaciones que son sinérgicas pueden evaluarse
adicionalmente utilizando modelos de enfermedad “in
vivo™.

E. Buscar la caracterizacion de los subtipos de enfermedad
que pueden responder mejor a los antifibréticos.
Actualmente, solo se usa la etapa de fibrosis para
seleccionar subgrupos de pacientes para ensayos de
tratamiento, aunque puede haber objetivos especificos
que definan subgrupos en funcion de los datos genéticos
y de expresion génica. La identificacion precisa de tales
pacientes podria enriquecer enormemente los ensayos
clinicos y mejorar las respuestas al tratamiento.

ENSAYOS CLINICOS DE ANTIFIBROTICOS

Casi todos los ensayos clinicos actuales y planificados
dirigidos a la fibrosis se centran en el NASH, que ha sido objeto
de varias revisiones. Entre los objetivos antifibréticos en el
NASH, varios se dirigen especificamente a la activacion de las
células estelares o la fibrogénesis, sin embargo, ninguno ha
sido aprobado todavia y, por lo tanto, no se revisan en detalle
aqui. Los enfoques generales de las terapias antifibréticas
se pueden subdividir en los siguientes: (1) agentes que se
dirigen directamente a las HSC o sus componentes, incluidas
las moléculas fibrogénicas, proliferativas, apoptéticas y/o
contractiles, asi como estrategias basadas en células para
eliminar las células senescentes. - células tardias -; (2]
farmacos que modifican la inflamacion o lesion para reducir
las sefiales fibrogénicas que activan las células estelares; (3)
moléculasquesedirigenalaestructurade ECMylareticulacion
para reducir su estabilidad y acumulacién; (4) agentes que
provocan la degradacion de la matriz, al amplificar las células
que conducen la protedlisis y/o al desenmascarar la actividad
proteolitica, por ejemplo, al inhibir los TIMPs. Entre estos,
los esfuerzos mas avanzados han sido las terapias directas
con células estelares, los modificadores de la inflamacidn
y las lesiones, y los inhibidores del entrecruzamiento del
colageno; pero ninguno ha demostrado eficacia en ensayos
con humanos. Los enfoques descritos en la seccion anterior
continuaran perfeccionando estos objetivos y buscaran su
eficacia en modelos preclinicos y ensayos clinicos iniciales.

Desde la perspectiva de un ensayo clinico, hay tres

cuestionamientos clave en la evaluaciéon de las terapias
antifibréticas y son: qué medir, como medirlo y cuanto
tiempo deben de llevarse a cabo los ensayos. Como se
detallé anteriormente, el campo se ve frenado por la falta de
marcadores robustos no invasivos de fibrosis y fibrogénesis,
que puedan evaluar la eficacia a intervalos progresivos sin
biopsia. Para NASH, la mayoria de los ensayos son de 6 a 18
meses, pero este intervalo es en gran medida empirico. Los
estudios de historia natural de la hepatitis By C, asi como del
NASH, sugieren que es posible cierta reduccion de la fibrosis
en un ano o menos, pero es mayor a los 5 afos. Ademas,
mientras que se ha documentado la reversion de la cirrosis en
elVHBy el VHC, esto no se ha observado de forma consistente
en la cirrosis por NASH. Desafortunadamente, los modelos
animales no son muy informativos a este respecto, ya que
todo el proceso de la enfermedad que lleva décadas en los
humanos se reduce a semanas o0 meses en los roedores.

Las metas y objetivos de la terapia antifibrética en el
higado también deberan tener en cuenta el estadio de la
enfermedad. Los pacientes con estadios intermedios de
fibrosis pueden beneficiarse clinicamente simplemente
atenuando la progresion, mientras que aquellos con cirrosis
probablemente se beneficiaran si una terapia induce la
degradacion de la matriz y provoca la regeneracion hepatica
con una funcién sintética mejorada. Actualmente, los ensayos
dividen a los pacientes entre cirréticos y no cirréticos, ésta
es una distincion contundente y se beneficiara de una mayor
claridad sobre el punto en el que la fibrosis o la cirrosis ya no
son reversibles (es decir, “el punto de no retorno”).

El progreso mas amplio en el campo de las terapias
antifibréticas, también ha sido decepcionantemente lento.
Dada la capacidad regenerativa Unica del higado, la mayoria
de las enfermedades cronicas, incluida el NASH, requieren
décadas para acumular suficiente cicatriz para comprometer
la funcion del drgano, mientras que, en el pulmén, por
ejemplo, la enfermedad conlleva una mortalidad significativa
dentro de los 3 a 5 anos. Por lo tanto, puede haber mayores
perspectivas de éxito con los antifibroticos en el higado que
en otros tejidos. Sin embargo, solo la fibrosis pulmonar tiene
dos medicamentos aprobados, pirfenidona y nintedanib;
pero estos solo retrasan la tasa de deterioro y son dificiles
de tolerar debido a los efectos adversos y no existen terapias
antifibréticas aprobadas para ningun otro érgano o afeccion.
No obstante, el ritmo del progreso en la comprensién de la
patogénesis de la enfermedad y la regulacion de la fibrosis
se ha acelerado, y no hay duda de que los proximos anos
traduciran estos avances en terapias efectivas.

Necesidades no satisfechas

A. Aclarar las tasas de regresion de la fibrosis en diferentes
enfermedades hepaticas en diferentes etapas para refinar
la duracién de los ensayos y los criterios de valoracidn. Los
ensayos en pacientes con fibrosis o cirrosis mas avanzada
pueden ser menos “regresivos” y requieren mas tiempo
para lograr un beneficio clinicamente significativo

B. Explorar las perspectivas para el enriquecimiento de
ensayos antifibréticos al definir mejor los subgrupos de
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FIGURA 2. Necesidades insatisfechas actuales en fibrosis hepatica desde la perspectiva basica hasta la traslacionaly la clinica. Se muestran las necesidades
insatisfechas y las brechas actuales en la fibrosis hepatica descritas en esta revision, en torno a una imagen de un higado cirrotico dentro de la cual se
encuentran los cambios celulares a la izquierda y la aparicion de fibrosis a la derecha. Estas necesidades insatisfechas se muestran a lo largo del continuo
desde la investigacion basica hasta la traslacionaly la clinica.

pacientes utilizando marcadores genéticos, moleculares REFERENCIAS

y no invasivos. Si bien alcanzar este objetivo no es
inminente, la aclaracion de los factores y objetivos de la
enfermedad en diferentes grupos de pacientes mejorara
las perspectivas de ensayos clinicos mas concluyentes,
incluso si esto significa que los medicamentos pueden
aprobarse para cohortes de pacientes mas pequefas y
mejor definidas.

. Disefiar ensayos clinicos que incluyan criterios de

valoracion estrictos, cuando sea posible. Debido a que
una mejoria en la fibrosis es un criterio de valoracion
alternativo que puede no traducirse en un beneficio clinico,
los ensayos mas largos y/o aquellos que usan marcadores
que predicen directamente los resultados clinicos tendran
un mayor atractivo para las agencias reguladoras, los
proveedores y los pacientes.

La exploracion en curso de la fibrosis hepatica ha dado

enormes frutos en la definicion de determinantes celulares
y moleculares clave de la enfermedad hepética cronica.
Estos avances han llevado a un optimismo sostenido de que
la fibrosis dara lugar a terapias antifibréticas eficaces que
mejoren la vida de los pacientes con enfermedad hepatica
cronica. Seguramente llegara el éxito, pero hay mas trabajo
por hacer para abordar las necesidades insatisfechas (Figura
2). Esperamos que este articulo ayude a agilizar el progreso y
fertilizar el campo en los proximos afos.
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