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Buscan un tratamiento efectivo | 07 mAR 20
Estudian farmacos para combatir la infeccion por coronavirus

Evaluan la eficacia antiviral de cinco medicamentos aprobados por la FDA incluyendo:
Ribavirina, Penciclovir, Nitazoxanida, Nafamostat y Cloroquina

Autor: Manli Wang1, Ruiyuan Cao2, Leike Zhang1, Xinglou Yang, Jia Liu, Mingyue Xu, Zhengli Shi, Zhihong Hu, Wu Zhong and Gengfu Xiao Fuente: Cell Research (2020) 30:269-271;
https://doi.org/10.1038/s41422-020-0282-0 Remdesivir and chloroquine effectively inhibit the recently emerged novel coronavirus (2019-nCoV) in vitro
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En diciembre de 2019, una nueva neumonia causada por un patégeno previamente desconocido surgié en Wuhan, una ciudad
de 11 millones de personas en el centro de China. Los casos iniciales estaban relacionados con exposiciones en un mercado de
mariscos en Wuhan.1

A partir del 27 de enero de 2020, las autoridades chinas informaron 2835 casos confirmados en China continental, incluidas
81 muertes. Ademas, se identificaron 19 casos confirmados en Hong Kong, Macao y Taiwan, y se identificaron 39 casos
importados en Tailandia, Japon, Corea del Sur, Estados Unidos, Vietnam, Singapur, Nepal, Francia, Australia y Canada.

El patdgeno pronto se identifico como un nuevo coronavirus (2019-nCoV), que esté estrechamente relacionado con el
sindrome respiratorio agudo grave CoV (SARS-CoV).2

Actualmente, no existe un tratamiento especifico contra el nuevo virus. Por lo tanto, es urgente
identificar agentes antivirales efectivos para combatir la enfermedad.

Un enfoque eficiente para el descubrimiento de farmacos es probar si los firmacos antivirales existentes son efectivos en el
tratamiento de infecciones virales relacionadas. El 2019-nCoV pertenece al grupo de Betacoronavirus que también contiene al
SARS-CoV y al virus del Sindrome Rspiratorio del Medio Oriente CoV (MERS-CoV).

Se han usado varios medicamentos, como ribavirina, interferén, lopinavir-ritonavir, corticosteroides, en pacientes con SARS
o MERS, aunque la eficacia de algunos medicamentos sigue siendo controvertida.3 En este estudio, evaluamos la eficacia
antiviral de cinco medicamentos aprobados por FDA incluyendo:

1. Ribavirina

2. Penciclovir
3. Nitazoxanida
4. Nafamostat
5. Cloroquina

Y dos medicamentos antivirales de amplio espectro conocidos remdesivir (GS-5734) y favipiravir (T-705) contra un aislado
clinico de 2019-nCoV in vitro

Se llevaron a cabo ensayos estandar para medir los efectos de estos compuestos sobre la citotoxicidad, el rendimiento del
virus y las tasas de infeccién de 2019-nCoV.

En primer lugar, la citotoxicidad de los compuestos candidatos en las células Vero E6 (ATCC-1586) se determin6 mediante
el ensayo CCK8. Luego, las células Vero E6 se infectaron con nCoV-2019BetaCoV / Wuhan / WIVo4 / 20192 a una
multiplicidad de infeccion (MOI) de 0.05 en presencia de concentraciones variables de los firmacos de prueba. Se us6 DMSO
en los controles.

La eficacia se evalu6 mediante la cuantificacion de los ntimeros de copias virales en el sobrenadante celular mediante RT-
PCR cuantitativa en tiempo real (QRT-PCR) y se confirmé con la visualizacién de la expresion de la nucleoproteina del virus
(NP) mediante microscopia de inmunofluorescencia a las 48 h después de la infeccion (pi).
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Entre los siete medicamentos probados, altas concentraciones de tres analogos de nuclebsidos, incluida la ribavirina
(concentracion efectiva semi-maxima (CE50) = 109.50 puM, concentracién semicitotoxica (CC50)> 400 uM, indice de
selectividad (SI)> 3.65), penciclovir (CE50 = 95.96 uM, CC50> 400 uM, SI> 4.17) y favipiravir (EC50 = 61.88 uM, CC50>
400 uM, SI> 6.46) fueron necesarios para reducir la infeccion viral).

Sin embargo, se ha demostrado que el favipiravir es 100% efectivo en la proteccién de ratones contra la exposicién al virus
del Ebola, aunque su valor de CE50 en las células Vero E6 fue tan alto como 67 uM, lo que sugiere que se recomiendan mas
estudios in vivo para evaluar este nucleoésido antiviral.

Nafamostat, un potente inhibidor de MERS-CoV, que previene la fusion de la membrana, fue inhibidor contra la infecciéon
2019-nCoV (EC50 = 22.50 uM, CC50> 100 uM, SI> 4.44).

La nitazoxanida, un agente antiprotozoario comercial con un potencial antiviral contra una amplia gama de virus, incluidos
los coronavirus humanos y animales, inhibi6 el 2019-nCoV a una concentracién micromolar baja (CE50 = 2.12 uM; CC50>
35.53 UM; SI> 16.76). Se recomienda una evaluacion adicional in vivo de este medicamento contra la infecciéon 2019-nCoV.

En particular, dos compuestos remdesivir (EC50 = 0.77 uM; CC50> 100 uM; SI> 129.87) y cloroquina (EC50 = 1.13 uM;
CC50> 100 pM, SI> 88.50) bloquearon la infeccién viral a una concentracion micromolar baja y mostraron un alto SI.

Remdesivir ha sido reconocido recientemente como un farmaco antiviral prometedor contra una amplia gama de
infecciones por virus de ARN (incluido el SARS / MERS-CoV5) en células cultivadas, ratones y modelos de primates no
humanos (NHP). Actualmente se encuentra en desarrollo clinico para el tratamiento de la infeccién por el virus del Ebola.6

Remdesivir es un analogo de adenosina, que se incorpora a las cadenas de ARN virales nacientes y da como resultado la
terminacion prematura.7 Nuestro analisis de tiempo de adicién mostr6é que remdesivir funciond en una etapa posterior a la
entrada del virus que esta de acuerdo con su supuesto mecanismo antiviral como analogo de nucleétido.

Warren y col. mostré que en el modelo NHP, la administracion intravenosa de una dosis de 10 mg / kg de remdesivir dio
como resultado niveles persistentes concomitantes de su forma activa en la sangre (10 uM) y confirié una proteccion del
100% contra la infeccion por el virus del Ebola.7

Nuestros datos mostraron que el valor EC9o de remdesivir contra 2019-nCoV en las células Vero E6 fue de 1.76 uM, lo que
sugiere que es probable que su concentraciéon de trabajo se logre en NHP. Nuestros datos preliminares mostraron que
remdesivir también inhibi6 la infeccién del virus de manera eficiente en una linea celular humana (células Huh-7 de cancer
de higado humano), que es sensible a 2019-nCoV.2

La cloroquina, un farmaco antipalidico y autoinmune ampliamente utilizado, se ha informado recientemente como un
posible farmaco antiviral de amplio espectro.8,9 Se sabe que la cloroquina bloquea la infeccién por virus al aumentar el pH
endosdmico requerido para la fusion virus / célula, asi como interferir con la glucosilacion de los receptores celulares de
SARS-CoV.10

Nuestro ensayo de tiempo de adicion demostro que la cloroquina funcionaba tanto en la entrada como en las etapas post-
entrada de la infeccion 2019-nCoV en las células Vero E6. Ademas de su actividad antiviral, la cloroquina tiene una actividad
inmunomoduladora, que puede aumentar sinérgicamente su efecto antiviral in vivo.

La cloroquina se distribuye ampliamente en todo el cuerpo, incluido el pulmoén, después de la administracion oral. El valor de
ECoo de la cloroquina contra el 2019-nCoV en las células Vero E6 fue de 6.90 uM, lo que se puede lograr clinicamente como
se demostro en el plasma de pacientes con artritis reumatoide que recibieron 500 mg de administracion.11 La cloroquina es
un medicamento barato y seguro que ha sido usado por méas de 70 afios y, por lo tanto, es potencialmente clinicamente
aplicable contra el 2019-nCoV.
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Se infectaron células Vero E6 con 2019-nCoV a una MOI de 0,05 en el tratamiento de diferentes dosis de los antivirales
indicados durante 48 h. El rendimiento viral en el sobrenadante celular se cuantificé por gqRT-PCR. La citotoxicidad de
estos farmacos para las células Vero E6 se midié mediante ensayos CCK-8. Los ejes izquierdo y derecho Y de los grdficos
representan el porcentaje medio de inhibicién del rendimiento del virus y la citotoxicidad de los farmacos, respectivamente.
Los experimentos se realizaron por triplicado.

Nuestros hallazgos revelan que remdesivir y cloroquina son altamente efectivos en el control de la infeccién 2019-nCoV in
vitro. Dado que estos compuestos se han utilizado en pacientes humanos con un historial de seguridad y se ha demostrado
que son efectivos contra diversas dolencias, sugerimos que se evaltien en pacientes humanos que padecen la nueva
enfermedad por coronavirus.
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