Seralutinib en HAP: explorando mecanismos de
remodelado inverso versus vasodilatacion
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RESUMEN

INTRODUCCION:

Seralutinib es un inhibidor inhalado de tirosina quinasas que bloquea PGDFRa/B, CSF1R y c-KIT,

con propiedades antiinflamatorias, antiproliferativas y antifibroticas. Actualmente se investiga en
pacientes con hipertension arterial pulmonar (HAP). Los beneficios clinicos observados en los estudios
TORREY (fase 2, NCT04456998) y su extension abierta (NCT04816604), junto con datos de tomografia
computarizada, biomarcadores y estudios preclinicos, respaldan un efecto de remodelado inverso.
Dado que PDGFR regula el tono vascular pulmonar mediante senalizacion de calcio, se busco aclarar el
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RESULTADOS:

En PASMC, seralutinib inhibid el influjo de calcio inducido por PDGF-BB en todas las concentraciones.
En el modelo de hipoxia, seralutinib produjo un efecto vasodilatador débil y transitorio, mientras que
treprostinil normalizd PAPm durante todo el estudio. Ni PDGF-BB (50 ng/mL) ni seralutinib (10 puM)
modificaron la tension en anillos arteriales.

CONCLUSIONES:

mecanismo de accion (MOA) evaluando efectos agudos en modelos preclinicos de vasoconstriccion. — . — _ ,
Aunqgue seralutinib inhibi6é eficazmente el flujo de calcio inducido por PDGF, no mostré efectos

vasodilatadores significativos. Estos hallazgos sugieren que su MOA principal en HAP es el remodelado
inverso, mas que la vasodilatacion, respaldando su papel como agente antiproliferativo y antifibrotico,
diferenciado de terapias vasodilatadoras tradicionales.

METODOS:

Se estimularon células musculares lisas de arteria pulmonar (PASMC) con PDGF-BB y se trataron con
seralutinib (0.1 y 1 uM) o vehiculo, midiendo flujo de calcio. En un modelo de vasoconstriccion inducida
por hipoxia en ratas, con monitoreo continuo de presion arterial pulmonar media (PAPm), se administro
seralutinib (0.2 y 2 mg/kg), treprostinil (6 ug/kg) o vehiculo por via intratraqueal. El efecto sobre tono
vascular se evalud en anillos de arteria pulmonar de raton con seralutinib (hasta 10 uM).

ANTECEDENTES

- Seralutinib es un inhibidor de tirosina Flujo de calcio en células de musculo liso de la arteria
cinasa inhalado dirigido a PDGFRa/j, pulmonar humana (hPASMCs)
CSF1R y c-KIT, con propiedades .
antiinflamatorias, antiproliferativas y Seralutinib

antifibroticas! (Figura 1) targets pathways that contribute to
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Figura 1. Mecanismo de accion de seralutinib Figura 2. Configuracion experimental de
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Las hPASMC se pretrataron con seralutinib o bosentan =
y posteriormente se estimularon con PDGF-BB o —
endotelina-1, respectivamente

Los niveles de Ca?* citosoélico se midieron utilizando el
ensayo Fura-2; las células se cargaron con el colorante
Fura-2 y el colorante extracelular se elimind mediante
lavado

Tono vascular en anillos de arteria pulmonar (PA) de

ratén

- Los ratones C57BL/6 fueron eutanizados y se disecaron
las arterias extrapulmonares

Los segmentos vasculares se montaron en camaras de
miografia de hilo para medir la tension del vaso (Figura 2)

Se evaluaron los efectos de PDGF-BB sobre la tension
vascular con y sin seralutinib
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Estudios de imagen por tomografia Proliferation Inflammation
computarizada (CT), biomarcadores
y estudios preclinicos de seralutinib
apoyan de manera consistente una
remodelacion inversa de la vasculatura

pulmonar en HAP#*
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Los datos de la extensidn abierta del
estudio TORREY (NCT04816604)
corroboran el potencial de un efecto de
remodelacion inversa, evidenciado por
una mejoria continua en la resistencia
vascular pulmonar y cambios en
biomarcadores vasculares®®

.

PDGFRa/B

Los anillos de arteria pulmonar (PA) de raton aislados se expusieron
a los agentes, y se midid el cambio en la tension vascular.

i

Las flechas atenuadas indican inhibicion.

BMPR2: receptor de proteina morfogenética dsea tipo 2;

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

M®: macréfago; 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.

Presion arterial pulmonar media (PAPm) y presion arterial sistémica media (SAPm) en un modelo de
vasoconstriccion pulmonar inducida por hipoxia aguda en ratas

- Se anestesiaron ratas macho Sprague-Dawley (275-300 g), se intubaron y se colocaron en ventilacion
mecanica asistida

Se insertd un catéter en las arterias pulmonar y femoral para medir de manera continua la PAPmy la SAPm,
respectivamente

La hipoxia se indujo reduciendo la concentracion de oxigeno inspirado a ~10 %

Una vez que se establecio un pO, estable del 60%, se administro seralutinib, treprostinil o vehiculo por via
intratraqueal utilizando un microsprayer

La senalizacion mediada por PDGFR
puede regular el flujo de calcio, lo cual
podria modular el tono vascular in vivo’

Buscamos profundizar en el mecanismo
de accion de seralutinib investigando

su efecto sobre la senalizacion de
calcio y sus efectos agudos en modelos
preclinicos de vasoconstriccion

Las variaciones hemodinamicas se monitorizaron durante 45 minutos

RESULTADOS

Figura 3. Seralutinib y bosentan inhiben el influjo de calcio (Ca?) inducido por PDGF-BB y endotelina, respectivamente,
en hPASMCs

(A) Diagrama del influjo de Ca?* inducido por PDGF-BB y endotelina-1,
y de las vias de senalizacion aguas abajo. (B) El efecto de PDGF-BB,
con o sin pretratamiento con seralutinib, sobre los niveles intracelulares
de Ca?* se evalud midiendo la intensidad de Fura-2 (relacion 340/380
nm vs basal). (C) El efecto de la endotelina-1, con o sin pretratamiento
con bosentan, sobre los niveles intracelulares de Ca?* se evalud
midiendo la intensidad de Fura-2 (relacion 340/380 nm vs basal).

Los datos se expresan como media (n=7-9 para PDGF-BB y seralutinib;
n=4 para ET1 y bosentan). AU: unidades arbitrarias; Ca2*: calcio; DMSO:
dimetilsulfoxido; ERK: cinasa regulada por senales extracelulares; ET1:
endotelina-1; G: receptor acoplado a proteina G; hPASMC: célula de
musculo liso de la arteria pulmonar humana; PDGF(R): (receptor de)
factor de crecimiento derivado de plaquetas; pERK: cinasa regulada por
senales extracelulares fosforilada; PLC: fosfolipasa C.
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Figura 4. Ni PDGF-BB ni seralutinib afectan el tono vascular en anillos de arteria pulmonar (PA) de
raton aislados

Figura 5. Seralutinib no muestra efectos vasodilatadores en un modelo de rata con
vasoconstriccion pulmonar inducida por hipoxia aguda
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Cambio en la tension de los vasos pulmonares tras el tratamiento con PDGF-BB, sin (A, B) y con (C, D)
seralutinib. El estado funcional de los anillos de PA se verificO mediante pretratamiento con PHE y ACh.
Los datos se expresan como media =+ SEM (n=2). El analisis estadistico se realizd6 mediante ANOVA de
una via con la prueba de comparaciones multiples de Dunnett. ACh: acetilcolina; ANOVA: analisis de
varianza; DMSO: dimetilsulfoxido; mN: miliNewton; PA: arteria pulmonar; PDGF: factor de crecimiento
derivado de plaguetas; PHE: fenilefrina.

Efectos de seralutinib y treprostinil sobre (A) el cambio en PAPm desde el valor basal en normoxia

y (B) SAPm. Los datos se representan como media (n=5). El analisis estadistico se realizd mediante
ANOVA de dos vias con la prueba de comparaciones multiples de Dunnett. *p<0.05, ***p<0.001

y ****p<0.0001 versus vehiculo. 2Los animales fueron retirados del respirador y expuestos a
normoxia durante la administracion intratraqueal. mPAP, PAPm: presion arterial pulmonar media,
MSAP, SAPm: presion arterial sistémica media.

CONCLUSIONES

» Los estudios previos de imagen por tomografia computarizada, biomarcadores y estudios preclinicos demostraron un efecto de remodelacion inversa con seralutinib
- Nuestros hallazgos actuales confirman que el mecanismo de accion principal de seralutinib es la remodelacion inversa, mas que la vasodilatacion

— Seralutinib inhibio el flujo de Ca?* inducido por PDGF-BB, el cual se sabe que contribuye a la proliferacion, y no mostro efectos vasodilatadores significativos

— Ni seralutinib ni la senalizacion de PDGF-BB modulo la tension en los anillos de PA

— Seralutinib no revirtid la vasoconstriccion inducida por hipoxia aguda

- Seralutinib es un agente antiproliferativo y antifibrotico que se diferencia de las terapias vasodilatadoras tradicionales
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