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Seralutinib: efectos antifibroticos significativos
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El efecto antifibrotico también se estudio en fibroblastos pulmonares de pacientes con FPI bajo los

En la hipertension pulmonar (HP) y en la enfermedad pulmonar intersticial (EPI), la fibrosis contribuye

tanto al remodelado vascular pulmonar como al parenquimatoso. En el desarrollo clinico de la HAP y

de la EPI-HP, seralutinib es un potente inhibidor inhalado de las quinasas PDGFRa/B, CSF1R y c-KIT.
En el estudio fase 2 TORREY (NCT04456998) en pacientes con HP del Grupo 1, seralutinib redujo

biomarcadores circulantes de fibrosis, incluyendo colageno 1a1.

OBJETIVO:

RESULTADOS:

mismos tratamientos. La significancia estadistica se determind mediante ANOVA de una cola con p<0.05.

Los PCLS de ambos donantes con FPI liberaron constitutivamente marcadores profibroticos. Seralutinib

redujo de manera dosis-dependiente procolageno 1a1l, fiboronectina, MMP3, TIMP1 y MCP1. Esta
reduccion igualb o supero la de nintedanib en concentraciones clinicamente relevantes en ambos PCLS.

Evaluar si seralutinib inhibe la fibrosis establecida en cortes pulmonares de precision (PCLS) y
fibroblastospulmonares humanos (HLF) obtenidos de pacientes con fibrosis pulmonar idiopatica (FPI).

METODOS:

CONCLUSIONES:

En el ensayo con HLF, seralutinib inhibié significativamente la liberacidon de procolageno 1al y MCP1 de
forma dosis-dependiente. Ademas, seralutinib inhibid la expresion de ARNm y de la proteina de aSMA,
marcador de la activacion de los miofibroblastos.

Se cultivaron PCLS de dos donantes con FPI y se trataron durante 4 dias con vehiculo, seralutinib (0.1—
10 pM) o nintedanib (1 uM). Se recolectaron sobrenadantes y se evaluaron marcadores profibroticos.

ANTECEDENTES

La fibrosis contribuye

tanto a la remodelacion
vascular pulmonar como a la
remodelacion del parénquima
en la hipertension pulmonar
(PH) y en la enfermedad
pulmonar intersticial (ILD)

Seralutinib es un potente
inhibidor inhalado de las
quinasas PDGFRa/B, CSF1R
y c-KIT, en desarrollo clinico
para la hipertension arterial
pulmonar (PAH) y PH-1LD?3
(Figura 1)

En el estudio TORREY

de fase 2 (NCT04456998)
en pacientes con PH del
Grupo 1, seralutinib redujo
biomarcadores fibroticos
circulantes, incluido
colageno la1%®

Examinamos si seralutinib
iInhibe la fibrosis establecida
en rebanadas de pulmon de
corte de precision (PCLS)
derivadas de pacientes con
fibrosis pulmonar idiopatica
(IPF) y en fibroblastos
pulmonares humanos (HLF)

METODOS

Figura 1. Mecanismo de accion de seralutinib
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BMPR2: receptor de proteina morfogenética 6sea tipo 2;

c-KIT: receptor kit del factor de crecimiento de mastocitos/células
madre; CSF1R: receptor del factor estimulante de colonias 1;

M®: macrdfago; PAEC: célula endotelial de la arteria pulmonar;
PASMC: célula de musculo liso de la arteria pulmonar;

PDGFR: receptor del factor de crecimiento derivado de plaquetas.

Efecto de seralutinib sobre la liberacion de marcadores profibroticos en
cultivos de PCLS humanos (h) de IPF

- Se cultivaron PCLS de dos donantes con fibrosis pulmonar idiopatica (IPF) y se
trataron durante 4 dias con vehiculo, seralutinib (0.1-10 uM) o nintedanib (1 uM)°®

- Los sobrenadantes se recolectaron a las 96 h y los marcadores profibroticos se
evaluaron utilizando un panel personalizado de Luminex. La citotoxicidad se evalué
mediante un ensayo de adenilato quinasa

Figura 2. Configuracion experimental de IPF-hPCLS
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Efecto de seralutinib sobre la liberacion de marcadores profibroticos en IPF-HLF

- Los HLF de IPF provenientes de tres donantes independientes se trataron con

vehiculo, seralutinib (0.1-10 puM) o nintedanib (10 uM) durante 24, 48 y 72 horas

- Se recolectaron los sobrenadantes en cada punto temporal y los marcadores
profibroticos se evaluaron mediante un panel personalizado de Luminex

Figura 3. Configuracion experimental de IPF-HLF
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Efecto de seralutinib sobre la transicion de fibroblasto a miofibroblasto en

IPF-HLF

- Los HLF de IPF se pretrataron con seralutinib (0.1—10 pM) o nintedanib (3 uM) y se

estimularon con 10 ng/mL de TGF-f3 durante 72 horas

- Los niveles de expresion del gen de alfa actina de musculo liso (a-SMA) se
determinaron mediante PCR cuantitativa y la expresion de proteina se evaluo

mediante tincion por inmunofluorescencia

PCR, reaccion en cadena de la polimerasa. Figuras creadas con BioRender.

CONCLUSIONES

RESULTADOS

Estos datos respaldan la investigacion de seralutinib como una posible opcion de tratamiento inhalado
para enfermedades caracterizadas por fibrosis vascular pulmonar e intersticial como la HP y otras EPIs.

Figura 4. Seralutinib inhibio la liberacion de marcadores profibroticos en IPF-hPCLS
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Los graficos muestran el efecto del control con vehiculo, seralutinib y nintedanib sobre la liberacion de los marcadores profibréticos pro-colageno lai1 (A, B), fibronectina
(C, D), MMP-3 (E, F), TIMP-1 (G, H) y MCP-1 (I, J) secretados por IPF-hPCLS a las 96 horas para ambos donantes evaluados. Los datos se expresan como media =+ SEM
(n = 4). El andlisis estadistico se realizé mediante ANOVA de una via con la prueba LSD de Fisher. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 y ****p<0.0001 versus vehiculo.

Figura 5. Seralutinib no indujo citotoxicidad a concentraciones clinicamente relevantes en IPF-hPCLS
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El cambio en los niveles de adenilato quinasa, una medida
de citotoxicidad, a las 96 horas para ambos donantes

(A, B).Los datos se expresan como media + SEM (n = 4).
Triton X 100 se utilizé como control positivo de citotoxicidad
en este ensayo.

El analisis estadistico se realiz6 mediante ANOVA de

una via con la prueba LSD de Fisher. *p<0.05, **p<0.01,
***p<0.001 y ****p<0.0001 versus vehiculo.

Figura 6. Seralutinib disminuy6é de manera dependiente de la dosis la liberacion de marcadores fibroticos

en IPF-HLF
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Figura 7. Seralutinib inhibié la a SMA inducida por TGF- en IPF-HLF
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Se midio la liberacién de (A) pro-colageno laly
(B) MCP-1 en el sobrenadante de células IPF-
HLF, promediada y normalizada. Los datos se
expresan como media + SEM (n = 3). El andlisis
estadistico se realiz6 mediante ANOVA de una
via seguido de la prueba de comparaciones
multiples de Dunnett. *p<0.05, **p<0.01,
***p<0.001 y ****p<0.0001 versus vehiculo a

las 72 h. Nint., nintedanib.
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(A) Imagenes de inmunofluorescencia y (B) cuantificacién de los niveles de a-SMA. Seralutinib redujo la cantidad de a-SMA inducida por TGF- expresada a dosis clinicamente relevantes
en células IPF-HLF. (C) Cambio en los niveles de expresion génica de ACTAZ2 (gen de la actina de musculo liso) en células IPF-HLF. El gen se regul6 al alza debido a la estimulacion con

TGF-B y mostr6 una inhibicion dependiente de la dosis por seralutinib.

Los datos se expresan como media + SEM (n = 3 donantes). El analisis estadistico se realizé mediante ANOVA de una via con la prueba de comparaciones multiples de Dunnett. *p<0.05,

**p<0.01, ****p<0.0001 versus vehiculo.

- Seralutinib disminuy6 de manera dependiente de la dosis los niveles de pro-colageno la1, fibronectina, MMP-3, TIMP-1 y MCP-1 en IPF hPCLS,
sin observarse citotoxicidad

* En IPF-HLF, seralutinib inhibio significativamente la liberacion de pro-colageno la1 y MCP-1, asi como la expresion de a-SMA inducida por TGF-[3,

de manera dependiente de la dosis

- Estos datos respaldan la investigacion de seralutinib como una posible opcion de tratamiento inhalado para enfermedades caracterizadas
por fibrosis pulmonar vascular e intersticial subyacente
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